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1    Einleitung 
 
1.1    Zytokine 
Auf Grund der Komplexität vielzelliger Organismen bedarf es eines zugleich zuverlässigen 
und flexiblen Regulations- und Kommunikationssystems zur Gewährleistung der funktionel-
len Integrität. Eine entscheidende Bedeutung kommt hier Mediatoren zu, welche als Biomo-
leküle der interzellulären Kommunikation auf das Verhalten und die Eigenschaften 
verschiedener Zellen Einfluss nehmen können. Während glanduläre Hormone ihre Wirkung 
als Mediatoren nach einer Verteilung über die Blutbahn oft in entfernten Geweben entfalten, 
zeigen Gewebshormone - wie die Zytokine - vielmehr para- und autokrine Effekte in der 
unmittelbaren Umgebung der sezernierenden Zellen. Diese bedingen häufig neben Prolifera-
tion, Apoptose oder Migration der Zielzellen auch eine Änderung ihrer Stoffwechselaktivität, 
Genexpression oder Zell-Differenzierung. Zytokine werden bei Vorliegen eines adäquaten 
Stimulus (z.B. Infektion, Verletzung, Stress) von verschiedenen Zelltypen umgehend de novo 
synthetisiert und sezerniert; ihre Wirkung erzielen sie im entsprechenden Gewebe in pico- 
bis nanomolaren Konzentrationen mittels spezifischer Oberflächenrezeptoren und Aktivie-
rung der Signaltransduktionsmechanismen. Diese Wirkung unterliegt einer Pleiotropie [1], da 
sich an verschiedenen Zellen durch dasselbe Zytokin unterschiedliche Antworten hervorrufen 
lassen, ebenso wie einer Redundanz, die sich auf die Vermittlung ähnlicher Effekte an 
denselben Zellen durch unterschiedliche Zytokine bezieht. Unter dem Begriff der „Zytokine“, 
der zunächst die Bedeutung dieser Proteine für die Regulation immunologischer Funktionen 
hervorhob, werden heute - auch Proteine mit darüber hinausreichenden Funktionen 
umfassend -  subsumiert : Chemokine, Interferone, Wachstumsfaktoren  und Interleukine [2].  
 
1.2    IL 6 – Typ – Zytokine 
Die große Familie der Zytokine wird in struktureller und funktioneller Hinsicht in 
Untergruppen eingeteilt. Klinisch bedeutsam ist ihre Zuordnung hinsichtlich der entzündungs-
fördernden respektive -hemmenden Eigenschaften zu den proinflammatorischen  [TNF, IL-1],  
antiinflammatorischen [IL-13, IL-10, TGFβ] und pro-/antiinflammatorischen [IL-6-Typ-Zytoki-
ne] Zytokinen (Abb. 1.1). Ihre physiologische Relevanz offenbart sich in den komplexen 
Prozessen der Immunantwort, Hämatopoese, Leber- und Neuronregeneration, embryonalen 
Entwicklung [3] und Fruchtbarkeitssteuerung [4]. Zur Gruppe der „IL-6-Typ-Zytokine“ zählt 
man heute IL-6, IL-11, IL-27, Leukemia inhibitory factor (LIF), Oncostatin M (OSM), 
Cardiotrophin-1 (CT-1), Ciliary neurotrophic factor (CNTF), Neuropoietin [5] und 
Cardiotrophin-like-cytokine (CLC) [2, 6]. Innerhalb dieser Subklasse der Zytokine zeigen die 
Mitglieder allgemein bezüglich Zytokin- und Rezeptorstruktur bzw. Signaltransduktion einige 
Parallelen. So weist ihre Struktur vier antiparallele α-Helices in „up-up-down-down-„ 
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topologischer Anordnung auf. Die spezifischen Rezeptoren dieser Familie zeichnen sich als 
Klasse-I-Zytokin-Rezeptoren durch mindestens ein Zytokin-bindendes Modul aus und nutzen 
als gemeinsame Untereinheit das gp130 [7]. Ebenso kennzeichnend sind - anstelle einer 
intrinsischen katalytischen Aktivität - die beständige Assoziation von Tyrosinkinasen mit 
zytoplasmatischen Anteilen des Rezeptors  und  eine Verankerung in der Plasmamembran 
über eine singuläre Transmembrandomäne mit extrazellulärem N-Terminus. Einzige Aus-
nahme ist der CNTF-Rezeptor, der einen membranständigen GPI – Anker [8] aufweist. Die 
Bindung dieser Zytokine an ihre spezifischen Rezeptoren führt zur Bildung der signaltrans-
duzierenden Rezeptor-Liganden-Komplexe, die entweder durch eine Homodimerisierung der 
β-Rezeptor-Untereinheit gp130 (IL-6, IL-11) oder durch Heterodimerisierung des α-
Rezeptors LIF-R (LIF, CT-1, CNTF, CLC), OSM-R (OSM) [9, 10] oder WSX-1 (IL-27) [11, 12] 
mit gp130 entstehen und somit alle gp130 als gemeinsame Rezeptor-Komponente der 
Signalkasakade enthalten [8, 13]. Hierbei obliegt die signaltransduzierende Funktion den 
zytoplasmatischen Bereichen von gp130, LIF-R oder OSM-R, die nach Phosphorylierung die 
Aktivierung essentieller Faktoren des Jak/STAT- bzw. des Ras/Raf/MAPK- Signalweges 
ermöglichen.  
 
 
 
                 
 
 
1.3   Interleukin-6  
Bei Vorhandensein eines passenden Reizes – zumeist traumatischer oder infektiöser Art – 
kann in verschiedenen Zellen wie Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten 
oder Endothelzellen [14] unmittelbar die Synthese und Sekretion von IL-6 einsetzen. Dieses 
Protein, bestehend aus 184 Aminosäuren, weist ein Molekulargewicht von 26 kDa auf und 
erfährt durch eine posttranskriptionale O- und N- Glykosylierung noch eine Verstärkung 
Abb. 1.1:  Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine 
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seiner Aktivität auf das Drei- bis Vierfache. Anhand der ursprünglichen Terminologie für IL-6            
[„Interferon β2“, „Hepatozyten-stimulierender Faktor“, „T-” und „B-Zell-Differenzierungs-Faktor 
2“] lassen sich bereits einige Aktivitäten (Abb. 1.2) ableiten: Es beeinflusst die Infektabwehr, 
führt zur Aktivierung mancher spezifischer Zellarten, dient unterschiedlichen Geweben als 
Wachstums-/Differenzierungsfaktor [15], wirkt auf die Hämatopoese ein und besitzt eine 
starke immunmodulatorische Potenz [16], sowohl im pro- als auch im antiinflammatorischen 
Sinn. So ist IL-6 der entscheidende Faktor zur Initialisierung der Synthese der Akute-Phase-
Proteine in der Leber (z.B. CRP, Serum-Amyloid-A, α2-Makroglobulin), die für die Infekt-
abwehr von Bedeutung sind [17-19]. Ebenso bedeutende proinflammatorische Effekte des 
IL-6 sind die Aktivierung der Leukozyten oder der Anstieg der Körpertemperatur. 
Allerdings werden auch eine Drosselung der Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL-1, 
TNFα oder IFN γ) [20-22] sowie eine Steigerung der Produktion von antiinflammatorisch 
wirkenden Faktoren (u.a. TNF-Rezeptor) und von Glukokortikoiden [8] bedingt; letztere hem-
men nicht nur im Sinne eines Feed-back die IL-6-Produktion, sondern sämtliche Phasen der 
Entzündung sowohl auf zellulärer, als auch auf humoraler oder vaskulärer Ebene.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.2: Biologische Aktivitäten von Interleukin-6 
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1.4    Die Rezeptor-β-Untereinheit gp130 
Das Glykoprotein gp130 bildet wie bei allen IL-6-Typ-Zytokinen auch beim IL-6 die β-Rezep-
toruntereinheit mit entscheidender Bedeutung für die Kopplung zwischen extrazellulärem 
Reiz und intrazellärer Signalverarbeitung. Es besteht aus einem extrazellulären Teil mit 597 
Aminosäuren, welcher über eine aus 22 Aminosäuren bestehende Tansmembrandomäne 
mit der 277 Aminosäuren langen zytoplasmatischen Domäne verbunden ist (Abb. 1.3). Der 
extrazelluläre Anteil des gp130 enthält an seinem N-terminalen Ende eine „Ig-like-Domäne“ 
(D1), die bei ausreichender topographischer Nähe zum IL-6 mit dessen Anteil der „Site III“ - 
den anderen Anteil stellt der IL-6Rα - in Wechselwirkung treten kann [8, 23]. Die beiden N-
terminalen „Fibronektin-Typ-III-like-Domänen“ (D2-D3) bilden zusammen das „Zytokin-
Bindungs-Modul“ (CBM), das mit den ebenso teils vom IL-6, teils vom IL-6Rα gebildeten 
„Site I“ und „Site II“ eine Bindung eingeht [23]. Die drei membrannahen „Fibronektin-Typ-III-
like-Domänen“ (D4-D6) sind nicht an der Bindung des IL-6 beteiligt, aber für die Einnahme 
der zur Signaltransduktion notwendigen exakten Ausrichtung [24] vor allem der zytosolischen 
Anteile des Rezeptorkomplexes von entscheidender Bedeutung [7, 25-28]. Dieser 
zytoplasmatische Teil bietet aufgrund seiner Struktur nicht nur die Möglichkeit der 
Umsetzung des Signals durch die Aktivierung der Signalkaskade, sondern ist auch Ziel 
verschiedener Rückkopplungsmechanismen. So finden sich im membranproximalen 
zytoplasmatischen Bereich von gp130 zwei konservierte Box1/Box2-Regionen und eine 
resultierende Interboxregion, welche die anstelle der intrinsischen katalytischen Aktivität des 
Rezeptors, die einige Zytokinrezeptoren a priori aufweisen, vorhandene konstitutive 
Assoziation mit Janus-Kinasen [29-31] ermöglichen. Diese Janus-Kinasen (v.a. Jak1, Jak2, 
Tyk2) sind Tyrosinkinasen mit einem Molekulargewicht von 120-140 kDa, welche über ihre 
C-terminale Janus homology 1 - Domäne (JH-1) sowohl zytoplasmatische Adapterproteine 
als auch die zytoplasmatischen Rezeptoruntereinheiten von gp130 zu phosphorylieren 
vermögen. Ziel dieser Rezeptorphosphorylierung sind insbesondere die Tyrosinreste Y759, 
Y767, Y814, Y905 und Y915 [32], die Bindungsstellen ebenso für Transkriptionsfaktoren wie auch 
für inhibitorisch wirksame Proteine sind [33-36].  
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1.5    Die IL-6-Signaltransduktion 
IL-6 ist ein multivalenter Ligand, der zur gleichen Zeit mehrere Interaktionen eingehen kann. 
Er bindet zunächst niedrigaffin an seinen spezifischen α-Rezeptor gp80 (IL-6R), wodurch der 
IL-6/IL-6R-Komplex entsteht. In diesem Komplex liegt nun - gebildet durch Anteile des IL-6 
und des gp80 - die „Site II“,  eine hochaffine Bindungsstelle für das Zytokin-Bindungsmodul 
des gp130, die erst dessen Bindung an den IL-6/gp80-Komplex ermöglicht. Zwei der sich so 
ergebenden Trimere homodimerisieren durch reziproke Interaktion einer D1-Domäne des 
gp130 mit der zu einem Großteil von IL-6 gebildeten „Site III“ zu einem hexameren Komplex 
mit einer 2:2:2 - Stöchiometrie (2x IL-6, 2x gp80, 2x gp130) [7, 23, 37, 38]. Diese 
Dimerisierung führt zur nötigen Annäherung der jeweils mit dem gp130 konstitutiv 
assoziierten Janus-Kinasen, wodurch deren zur Aktivierung notwendige intermolekulare  
Phosphorylierung ermöglicht wird. Die aktivierten Tyk2, Jak2 und insbesondere Jak1 [39] 
phosphorylieren nun die 5 membran-distalen, intrazellulären Tyrosinreste des gp130, mittels 
derer SH2-Domänen tragende Faktoren, seien es nun Transkriptionsfaktoren oder 
Abb. 1.3:  Schematische Darstellung der gp130-Domänen 
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FNIII    : „Fibronektin-III-like-Domäne“ 
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Inhibitoren, an die Rezeptoruntereinheit binden können und die Signaltransduktion 
progressiv oder regressiv beeinflussen [40]. Letztlich setzt die Ligandenbindung über den IL-
6Rα den Jak/STAT-Signalweg ebenso wie die Ras/Raf/MAPK- und die PI3K-Kaskade in 
Gang [8] (Abb. 1.4).  
 
1.5.1 Der Jak/STAT – Signalweg 
Der Jak/STAT - Signalweg nimmt seinen Ausgang von den 4 membran-distalen 
Tyrosinresten (Y767, Y814, Y905, Y915 ) des gp130, die im phosphorylierten Zustand als 
Rekrutierungsstellen für eine spezielle Familie von Transkriptionsfaktoren, die STAT-
Faktoren (signal transducers and activators of transcription), fungieren (Abb. 1.4). Die sieben 
bisher bekannten STAT-Faktoren (1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6) [29] bestehen aus 750-850 
Aminosäuren und enthalten funktionell wichtige Domänen wie die Oligomerisierungsdomäne, 
eine DNA-Bindungsdomäne, eine SH2-Domäne und eine Transaktivierungsdomäne [41-43]. 
Unter Verwendung der SH2-Domäne binden bevorzugt die STAT1- und STAT3 - Faktoren 
an die Phosphotyrosine des gp130 [8]. STAT1 bindet an (p)YXPQ-Motive, STAT3 an 
(p)YXXQ-Motive [36, 44, 45]. Dies ermöglicht die darauf folgende Tyrosinphosphorylierung 
der STAT-Faktoren [46] (Y701 in STAT1, Y705 in STAT3) durch die nun in räumlicher Nähe 
befindlichen Janus-Kinasen. Nach Dissoziation von den Rekrutierungsstellen vermögen die 
aktivierten STAT-Faktoren als Homo-/Heterodimere in den Nukleus zu translozieren [7, 8, 
47], wo sie an spezifische Enhancer-Sequenzen von IL-6-Zielgenen binden und auf diesem 
Wege die Transkription modulieren. Für diesen Kerntransport scheinen spezielle Kerntrans-
lokationssequenzen im STAT- Molekül von Bedeutung zu sein [48-50]. Zu den von STAT-
Faktoren induzierten Proteinen zählen einige Akute-Phase-Proteine (z.B. CRP, α2-Makro-
globulin, Fibrinogen), Transkriptionsfaktoren (c-fos, junB, AP1) und viele andere Proteine wie 
gp130 oder p21 [7, 8, 51]. 
 
1.5.2    Die Ras/Raf/MAPK – Kaskade 
Die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade verläuft ausgehend vom phosphorylierten 
gp130 über die Proteintyrosinkinase SHP2 (SH2- Domäne-enthaltende Phosphatase 2). 
SHP2 stellt ein Adapterprotein zu Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) dar [52], 
welches über SH3-Domänen Interaktionen mit dem Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sos   
(son of sevenless) aufweist. Die SH2-Domänen der SHP2 vermitteln die Rekrutierung über 
das phosphorylierte Y759 im gp130 [53-55] und ermöglichen so in Union mit dem ebenfalls 
beteiligten Gab1 erst die konsekutive Annäherung des Grb2/Sos-Komplexes an die Plasma-
membran. Dieser Komplex vermittelt die katalytische Umwandlung des membranständigen 
GDP-Ras in das energiereiche GTP-Ras, welches schließlich die Serin/Threonin-Kinase 
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Raf1 aktiviert und somit Ausgangspunkt der Initialisierung einer Kaskade ist, die über die 
MAPKK (Mitogen -aktivierte Protein-Kinase-Kinase) und die MAPK (Mitogen -aktivierte 
Protein-Kinase) letztlich zur Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-IL-6 und 
AP1 (c-Jun, c-Fos) und Induktion von Ras-induzierten Genen [8, 56] führt. Neben SHP2 
können - je nach Rezeptorkomplex - auch Shc [57] und Gab1 [58] prinzipiell die Adapterfunk-
tion von SHP2 übernehmen und diesen Signalweg starten.  
 
1.5.3    Der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Transduktionsweg 
Ausgehend von der IL-6-Signaltransduktion scheint auch zum Phosphatidylinositol-3-Kinase-
(PI3K)-Signalweg eine bisher allerdings nur unzureichend verstandene Verbindung zu 
bestehen. Dem Gab1 kommt  bei dieser Verknüpfung eine gesonderte Rolle zu [59], da nach 
IL-6-Stimulus eine Interaktion zwischen Gab1 und PI3K nachgewiesen werden konnte, die 
konsekutiv zur Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) und der „Forkhead“-Transkriptions-
faktoren (FKHR) [60, 61] führt. Dieser zusätzliche Weg des IL-6-Signalings modifiziert die 
eigentliche Wirkung des IL-6 auf Apoptose respektive Proliferation von Zielgeweben [61, 62]. 
Es bedarf aber weiterer Untersuchungen dieser Verknüpfung zum PI3K-Weg, da sowohl der 
genaue Ablauf als auch die detaillierte Bedeutung dieses Cross-Talks bisher unklar blieben.  
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1.6 Regulationsmechanismen des IL-6-Signalweges 
 
1.6.1 IL-6-Empfänglichkeit unterschiedlicher Gewebetypen 
Wie viele bedeutende Prozesse im menschlichen Organismus unterliegt auch die 
Signalvermittlung über IL-6 einem komplexen Steuerungssystem. Dieses beinhaltet neben 
einer zeitlich und räumlich gesteuerten Ausschüttung des Interleukin-6 auch das spezifische 
Ansprechen der gewünschten Zellen zum adäquaten Erreichen der nötigen Reaktionen im 
Ziel-Gewebe. Obwohl das gp130 ein ubiquitär exprimiertes Glykoprotein darstellt, ist die Zahl 
der auf IL-6 a priori reagierenden Zellen begrenzt. Die Ansprechbarkeit der Zellen auf IL-6 
wird zusätzlich in wichtigem Umfang über die Expression des entsprechenden α-Rezeptors 
geregelt [7]. Darüber hinaus ist bei polarisierten Zellen auch von Bedeutung, dass die 
Rezeptorkomponenten an der entsprechenden Zell-Seite präsentiert werden [63]. Dennoch 
existieren auch Zellen im menschlichen Körper, die zwar eine generelle Reaktionsbereit-
schaft auf IL-6 aufweisen, aber über keine entsprechenden Rezeptoren verfügen. Hier 
offenbart gerade der IL-6-Weg eine Besonderheit: 
Derweil in anderen Mediatorsystemen das Ausschütten löslicher Rezeptorformen durch 
Abfangen des Mediators primär eine antagonistische Funktion ausübt [64], vermag der 
lösliche IL-6R das freie IL-6 zu binden und als IL-6/gp80-Komplex das ubiquitär exprimierte, 
membranständige gp130 zu aktivieren [65]. Durch alternatives Spleißen der entsprechenden 
mRNA oder limitierte Proteolyse unter Abspaltung des transmembranösen und 
extrazellularen Anteils des gp80 (shedding“) sind einige Zellen in der Lage, diese lösliche 
Rezeptorform zu bilden und zu sezernieren [8]. Dies versetzt dann eben die Zellen, die 
lediglich die oben erwähnte Reaktionsbereitschaft besitzen, in die Lage, die Signaltransduk-
tion über diese Rezeptoren aufzunehmen und dadurch für diesen Reiz empfänglich zu sein, 
solange keine Antagonisierung durch Präsenz der löslichen Form des gp130 erfolgt.  
 
1.6.2 Modifikation und Terminierung eines IL-6-Reizes 
Auch nach einmal gestarteter Signaltransduktion entzieht sich der Prozess noch nicht der 
regulativen Einflussnahme. Abgesehen von konstitutiv präsenten Signalabschwächungsme-
diatoren bieten sich auch Möglichkeiten zur Steuerung über Feed-back-Inhibitionen und 
Cross-Talk-Modifikationen durch simultane Aktivierung anderer Signalwege. Darin enthalten 
sind keineswegs ausschließlich hemmende Einflüsse, vielmehr können ebenso auch Signal-
verstärkungen und eine Spezifizierung im Sinne einer Gewebe-typischen Antwort [66]  
erreicht werden.  
Durch potenzielle Modifikationsmöglichkeiten kann situationsabhängig eine schnelle und 
starke Antwort erreicht oder eine inadäquate Intensität und Dauer der Antwort verhindert 
werden. Aus anderen Bereichen der Signalübermittlung sind viele Inhibitionswege bekannt, 
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von denen auch einige in Bezug auf den IL-6-Weg in unterschiedlichem Ausmaß zu 
verschiedenen Regulationsarten beitragen könnten: 
Die konstitutive respektive stimulusabhängige Rezeptorinternalisierung stellt eine mögliche 
Einflussnahme durch die Zielzelle auf eine (neuerliche) potenzielle Signaltransduktions-
anforderung dar. Nach Bildung des Aktivierungs-Hexamers verbleibt den Zellen weiterhin die 
Fähigkeit zur Unterbindung der Phosphorylierung (und somit Aktivierung) einzelner 
Signalwegskomponenten oder der Dephosphorylierung bereits aktivierter Faktoren. Darüber 
hinaus sind auch Prozesse zur Steigerung der Degradation wichtiger Signaltransduktions-
komponenten ebenso wie die Hinderung solcher an der Kern-Translokation, die Senkung 
ihrer DNA-Bindungsaktivität oder eine Verkürzung ihrer nukleären Verweilzeit beobachtet 
worden [48, 67-69].  
Für die IL-6-Signalkaskade sind nach bisherigen Erkenntnissen die folgenden Proteine 
wichtige Komponenten in diesem inhibitorischen Regulationssystem: SHP2,  SOCS, PIAS 
und das Tyrosin 759 des gp130 (Abb. 1.7).       
 
1.6.2.1 Die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2    
SHP2 ist eine konstitutiv ubiquitär exprimierte, zytoplasmatische Proteintyrosinphosphatase 
[70], welche wie bei anderen Zytokinen und Wachstumsfaktoren auch im IL-6-Signalweg an 
den aktivierten Rezeptor bindet und verschiedene Aufgaben erfüllt. Neben der schon 
erwähnten Adapterfunktion zur Aktivierung des Ras/Raf/MAPK-Kaskade zeigt sie auch 
inhibitorische Funktionen [71-73]. Sie besitzt zwei N-terminale SH2-Domänen und eine C-
terminale Phospho-Tyrosin-Phosphatasedomäne (PTP), die das katalytische Zentrum enthält 
(Abb. 1.5). Dieses wird im inaktivierten Zustand durch Interaktion mit der N-terminalen SH2-
Domäne in seiner katalytischen Aktivität eingeschränkt [30, 74]; die klinische Konsequenz 
einer Störung dieser Aktivitätsregulation der SHP2 offenbart sich an Patienten, die unter dem 
„Noonan-Syndrom“ [75] leiden. Eine interkurrierende Assoziation dieser SH2-Domäne mit 
einem phosphorylierten Peptid bedingt eine Konformationsänderung der SHP2 mit Freile-
gung des katalytischen Zentrums [76, 77]. Diese Konformationsänderung erfolgt in vivo am 
gp130 durch Rekrutierung der SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 759 des gp130. Darüber 
hinaus wird durch die Rekrutierung an den Rezeptor eine Phosphorylierung der SHP2 mittels 
der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen und anschließend die Bindung anderer SH2-
Domänen-tragender Proteine wie Grb2 [78] oder auch SOCS [34] an die nun 
phosphorylierten Tyr542 und Tyr580 der SHP2 ermöglicht. Genaue Kenntnisse über die 
Zielproteine der Phosphataseaktivität liegen noch nicht vor, alle Tyrosin-phosphorylierten 
Komponenten des IL-6-Transduktionsweges sind potenzielle Substrate der Phosphatase-
Domäne (PTP) (Abb. 1.7). Die vielfach beobachtete deutliche Aktivitätsabnahme einiger 
Signal-Komponenten nach SHP2-Aktivierung [71-73] könnte aber auch auf einer 
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spezifischen Unterbrechung der Transduktionskette auf frühem, membrannahem Niveau 
beruhen. Allerdings wurden wiederholt Interaktionen der SHP2 sowohl mit den Janus-
Kinasen als auch mit den STAT-Faktoren nachgewiesen [71, 79, 80].     
 
„Tyrosin-Phosphatase-Domäne“„C-SH2“„N-SH2“
Tyr542
Tyr580
NH2 COOH
 
 
 
 
1.6.2.2 Die Feed-back-Inhibitoren der SOCS-Familie 
SOCS-Proteine  (suppressors of cytokine signaling) sind bedeutende Feed-back-Inhibitoren 
der Zytokin-Signaltransduktion [81-86]. Bisher sind 8 Mitglieder dieser Inhibitoren-Gruppe 
bekannt (CIS, SOCS1 – SOCS7). SOCS1 und SOCS3 spielen beim IL-6-Signalweg eine 
entscheidende Rolle [86-89]. Konstitutiv liegen sie nicht in einem für eine Inhibition 
ausreichenden Maße vor, vielmehr bedarf es eines zuvorigen Reizes, der erst zur Induktion 
der SOCS-Proteine führt. Dies kann durchaus ein zuvoriger IL-6-Stimulus sein, welcher dann 
zu einer Feed-back-Inhibition des eigenen Signalings führt, da die SOCS1- und SOCS3-
Gene STAT-sensitive Promotoren enthalten. Im Zentrum der SOCS-Proteine findet sich eine 
SH2-Domäne, im C-terminalen Bereich weisen sie eine SOCS-Box auf [87] (Abb. 1.6). 
Scheinbar ohne die Notwendigkeit einer speziellen Rekrutierungsstelle am gp130 - vielmehr 
durch direkte Bindung der SH2-Domäne an den Aktivierungs-Loop der Januskinase - hemmt 
SOCS1 Jak2 über Interaktion mit dem in der Kinasedomäne der Jak2 befindlichen Tyr1007  
ebenso wie es das aktive Zentrum von Jak1, Jak3 und Tyk2 als falsches Substrat besetzt 
[90]. Dagegen bedarf SOCS3 einer Rekrutierung direkt über das phosphorylierte Tyr759 an 
das gp130 [29, 35], um seine inhibitorische Wirkung entfalten zu können [84, 86, 90-95] 
(Abb. 1.7). Möglicherweise besitzen SOCS-Proteine sogar die Fähigkeit, bestimmte an der 
Signaltransduktion beteiligte Proteine einer beschleunigten Degradation zuzuführen, indem 
sie diese Proteine dem Elongin B/C-Komplex annähern, welcher mit der SOCS-Box 
interagiert [96-99].  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.5 : Schematische Darstellung der SHP2-Struktur 
Einleitung                                                    11      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.6.2.3 Die Transkriptions-Co-Regulatoren der PIAS -Familie 
Die PIAS (protein inhibitors of activated STATs) bilden eine auf den IL-6-Signalweg 
inhibitorisch wirkende Proteinfamilie mit einem im Vergleich zu SHP2 und den SOCS-
Proteinen differenten Wirkmechanismus. Die konstitutiv im Zytosol vorhandenen PIAS 
binden über ihren N-terminalen Bereich aktivierte STAT-Faktoren [100] und maskieren so 
deren für die Transkriptionsinduktion essentielle DNA-Bindungs-Domäne (Abb. 1.7). 
Zusätzlich wird sogar eine Blockade der zur Translokation notwendigen Dimerisierung der 
STAT-Faktoren postuliert. Es sind bisher 5 Mitglieder dieser PIAS bekannt, von denen PIAS1 
eine hohe Affinität für STAT1 [101] und PIAS3 eine solche für STAT3 [102] aufweisen. 
Neuere Studien ergaben zumindest für einige PIAS-Faktoren eine E3-SUMO (small-
ubiquitin-related-modifier) - Ligase-Aktivität, die über eine Sumoylierung der STAT-Faktoren 
zu deren Transaktion mit Kernkörperchen führt und dadurch deren Transkriptionsaktivität 
modifiziert [103, 104]. 
 
1.6.2.4 Die Funktion des Tyrosins 759 des gp130 
Dem Tyrosin 759 spricht man zwei grundsätzlich unterschiedliche Funktionen zu. Dieses Ty-
rosin dient in beiden Fällen nach seiner  Phosphorylierung als Rekrutierungsstelle von zwei 
wichtigen inhibitorischen Proteinen, die jeweils die zur Bindung an das gp130 essentiellen 
SH2-Domänen enthalten: SHP2 und SOCS3 [34, 35, 105] (Abb. 1.7). Während SOCS3 nach 
der Assoziation mit gp130 über das Tyrosin 759 seine primär inhibitorische Wirkung auf die 
Jak/STAT-Signaltransduktion entfaltet [54, 71], kann eine auf gleichem Wege rekrutierte 
SHP2 neben der inhibitorischen Wirkung auch die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade 
starten [52]. Es zeigte sich, dass eine ausbleibende SHP2-Rekrutierbarkeit an gp130 zu 
einer verstärkten und verlängerten Aktivierung von gp130, Jaks und STAT-Faktoren führt 
[71, 73]. In-vivo-Experimente mit gp130-punktmutierten (Tyr759) Mäusen zeigen anhand der 
NH2 COOH
„SH2 Domäne“ SOCS-Box
„ESS“
(Kinase-inhibierende
Region)
(Extended SH2-
Subdomäne)
„KIR“
( Src - Homologie-
Domäne )
Abb. 1.6: Schematische Darstellung der SOCS-Protein-Domänen 
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Entwicklung von Splenomegalie, Lymphadenopathie und verstärkter Akute-Phase-Reaktion 
die klinische Bedeutung dieser Rekrutierungsmöglichkeit an den IL-6-Signalweg [16].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.6.2.5 Komplexität der Signalmodifikation 
Auch außerhalb des IL-6-Weges gibt es Möglichkeiten zur Modifikation des IL-6-Signals, die  
die Komplexität dieses Systems unterstreichen; so begegnen einige Zellen (z.B. neutrophile 
Granulozyten) einer Zytokinpräsentation situationsabhängig mit Sekretion von Proteasen 
(z.B. Elastase, Cathepsin G), die das Zytokin im Extrazellulärraum abbauen und somit 
teilweise dessen Wirkung verhindern [106]. Andere - oft zielferne - Zellen initiieren durch 
Sekretion löslicher Rezeptorkomponenten eine Art antagonistischer Komplexierungs-
methode, indem diese Komponenten die freigesetzten Zytokine abfangen und mit dem 
entsprechenden membranständigen Rezeptor um deren Bindung kompetieren. Bezogen auf 
eine IL-6-Präsentation kommt diese Aufgabe außergewöhnlicher Weise dem löslichen gp130 
zu, welches - allerdings erst nach zuvoriger Komplexierung mit löslichem IL-6Rα - das freie 
IL-6 bindet und die Aktivierung des membranständigen gp130 unterdrückt [107]. Eine 
simultane Anregung anderer Signalwege dagegen kann eine Induktion der SOCS-Proteine 
bewirken [108, 109]. Ebenso können über andere Signalkaskaden aktivierte 
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Transkriptionsfaktoren zum Beispiel mit STAT3 um DNA-Bindungsstellen (NF-κB-DNA-
Bindungsstellen zeigen Überlappungen mit STAT3-DNA-Bindungsstellen) [110, 111] oder 
Transkriptions-Co-Faktoren (z.B. CBP/p300) [112] konkurrieren. 
 
 
1.7 Klinische Relevanz des IL-6-Signalweges 
Mit zunehmender Kenntnis um den detaillierten Ablauf gerät der IL-6-Signalweg immer mehr 
in den Blickpunkt der Medizin, nicht nur zur Einschätzung der Bedeutung für die Patho-
physiologie einiger Erkrankungen, sondern auch in wachsendem Ausmaß wegen der sich 
nun ergebenden Therapiemöglichkeiten. Schon vor einiger Zeit ließ sich die klinische 
Bedeutung des IL-6 in der Entstehung und Unterhaltung einiger Krankheiten unter 
Berücksichtigung seiner schon bekannten, weitreichenden physiologischen Bedeutung 
erahnen. Viele in den letzen Jahren durchgeführte Studien offenbarten die teils geringe, teils 
beträchtliche Beteiligung des IL-6-Signalweges an der Auslösung und Progredienz ebenso 
wie an der Unterdrückung zahlreicher Krankheiten. 
Exemplarisch sei folgender Entzündungsverlauf unter Verweis auf die Bedeutung des IL-6-
Signalings für die Entstehung und Progression von Krankheiten aufgeführt: 
Im Rahmen einer akuten Entzündung vermittelt IL-6 zunächst unter anderem die Akute-
Phase-Reaktion, indem es nach Ausschüttung durch Lymphozyten und mononukleäre Zellen 
die Hepatozyten erreicht und dort die Produktion und Sekretion sogenannter Akute-Phase-
Proteine (z.B. CRP, Fibrinogen, α1-Antitrypsin) induziert. Diese Proteine erfüllen innerhalb 
des entzündlichen Prozesses Funktionen wie Opsonierung, Komplementaktivierung oder 
Antigenpräzipitation (CRP) und beeinflussen die Wundheilung und Blutgerinnung 
(Fibrinogen).  
Hält die proinflammatorische Wirkung des IL-6 an, kann sich eine akute in eine chronische 
Entzündung umwandeln [113]. IL-6 bedingt einen Apoptose-Schutz ebenso wie eine 
Proliferation und Differenzierung von Leuko- und Lymphozyten mit einhergehender Aktivi-
tätssteigerung, die sich in starker IL-6-Sekretion offenbart. Darüber hinaus reagieren auch 
andere Zellen auf die erhöhten IL-6-Konzentrationen in ihrer Umgebung mit Aktivitäts-
steigerung und Proliferation (z.B. Fibroblasten und Synovialzellen → Pannusbildung bei 
rheumatoider Arthritis) [114]. Mehreren Studien entsprechend soll im Rahmen solcher 
Entzündungen die Peptid-Präsentation im Thymus durch Antigen-präsentierende Zellen und 
im Knochenmark mittels dendritischer Zellen durch IL-6-getriggerte Beeinflussung 
endosomaler Prozesse erheblich gestört sein [115, 116]. Die nötige Selbst-Toleranz in der T-
Zell-Entwicklung kann dann bei Verweilen - normalerweise eliminierter - autoaggressiver T-
Zellen nicht erreicht werden, es wird stattdessen vielmehr eine Prädisposition für 
autoimmune Prozesse geschaffen [117]. Durch diese autoagressiven T-Zellen und den 
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erhöhten IL-6-Spiegel kommt es zu einer Proliferation und Aktivitätssteigerung von B-
Lymphozyten [118], die in erhöhtem Ausmaß zur Produktion gegen körpereigenes Gewebe 
gerichteter Antikörper neigen. Auf diese Weise entstehen im Rahmen der rheumatoiden 
Arthritis, aber auch beim systemischen Lupus erythematodes und einigen weiteren 
Autoimmun-Erkrankungen Autoantikörper, die die pathophysiologische Ursache der 
jeweiligen Krankheit darstellen. 
 
 
 
Die folgende Tabelle enthält einige Krankheiten, in deren Pathogenese dem IL-6 eine 
wichtige Bedeutung nachgewiesen werden konnte:  [65, 121] [117, 122-125] [126, 127] [117, 
128, 129] [130] [117, 131-133] [134-136] [137] [137, 138] 
Krankheit            IL-6-Bedeutung im Rahmen der Krankheit 
  
  
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
 
 
  
 
  
 
 
  
  
  
  
  
  
 
 
  
  
  
  
  
 
  
 
 
  
  
Eine Störung der T-Zell-Funktion bedingt eine Überproduktion 
von IL-6, u.a. durch T-/B-Lymphozyten und Fibroblasten. 
Unter der auf diesem Weg getriggerten Aktivitätssteigerung 
der B-Lymphozyten kommt es zum massiven Serum-γ-
Globulin-Anstieg mit Bildung des sogenannten Rheuma-
faktors (gegen Fc-Anteil von IgG gerichtete Antikörper) [119, 
120]. Die durch IL-6 bedingte Proliferation und Aktivitäts-
steigerung der Fibroblasten und Synovialzellen [114] führt 
zur Bildung des Pannus, der die artikulierenden Flächen 
überwächst und den Knorpel zerstört. 
 
Es kommt bei einem Ungleichgewicht im IL-6-System von B-
Zellen zu einer von ihnen ausgehenden Produktion von anti-
DNA-Antikörpern. Diese Antikörper sind direkt oder indirekt 
die pathophysiologische Grundlage der meisten bei dieser 
Erkrankung fehlgeleiteten Prozesse [117, 122-124]. 
IL-6 ist ein beim M.Paget para-/autokrin sezernierter, im 
Tumorgewebe oft in erhöhtem Ausmaß auffindbarer Faktor 
mit noch ungeklärter Bedeutung für die Entstehung/ 
Entwicklung dieser Krankheit [130]. 
 
Rheumatoide Arthritis 
Osteoporose 
      Systemischer 
Lupus erythematodes 
    Insulin-abhängiger  
Diabetes mellitus (IDDM) 
M. Paget 
Bei erhöhten Spiegeln der löslichen Form des gp80 im 
Serum (z.B. bei chronischen Entzündungen [65]) kommt es 
zur Transformation von Osteoblasten und Knochenmark-
Vorläuferzellen zu Osteoklasten mit stark gesteigerter 
knochenresorptiver Aktivität [121]. 
 
Es konnte ein Polymorphismus im IL-6-Promotor nachgewie-
sen werden [125]. Dabei fand sich eine starke Korrelation 
zwischen den Veränderungen im IL-6-Promotor mit 
verstärkter IL-6-Expression und der Entstehung des IDDM. 
Ebenso wie die Zellen, die die Langerhans-Inseln im 
Pankreas infiltrieren, eine erhöhte IL-6-Produktion aufweisen 
[126], zeigte sich auch in transgenen Mäusen bei IL-6-
Überexpression die schnelle Entwicklung einer Insulitis [127]. 
Eine Verwendung von αIL-6-Antikörpern dagegen vermochte 
die induzierte Entwicklung eines IDDM signifikant zu 
verlangsamen [117,128,129]. 
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Auch Psoriasis [139], mesangium-proliferative Glomerulonephritis [140], multiple Sklerose 
[141], Herzmuskelhypertrophie, „Castlemans-Disease“ [142], Prostata-Karzinom und Kaposi-
Sarkom [143] könnten dieser Auflistung nahtlos beigefügt werden, da auch sie eine IL-6-
Beteiligung an ihrer Genese aufweisen und Objekt vieler Studien sind. Daher darf diese 
Aufzählung der klinischen Manifestation bei Störungen des IL-6-Signalweges nur 
exemplarisch verstanden werden, denn noch viele weitere Krankheiten sind in direktem oder 
indirektem Zusammenhang mit Fehlleistungen dieses Systems zu sehen.   
   
Auf den Erkenntnissen aus Studien über den Ablauf und die Regulation der 
Signaltransduktion ebenso wie über die pathophysiologische Rolle des Interleukin-6 im 
Rahmen vieler Krankheiten basieren erfolgversprechende Therapieansätze, die auf 
unterschiedlichem Wege zumeist dort eine Inhibition des Signalweges bedingen, wo ihm 
eine kausale Bedeutung zukommt: 
 
- In einer Phase II-Studie werden zum Beispiel in Großbritannien und Japan zur Zeit 
murine anti-IL-6-Antikörper bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) getestet und 
zeigen innerhalb von 8 Wochen nach Beginn der Applikation (50mg, 2x/Woche) 
erstaunliche Resultate: Die deutliche Schmerzreduktion, der starke Rückgang von 
Gelenkschwellungen und die Besserung der die RA begleitenden Anämie und Thrombo-
zytose bestätigen ein deutlich verbessertes Befinden und eine signifikante Verlang-
samung der Krankheitsprogredienz. Bei sonst kaum vorhandenen Nebenwirkungen 
konnte nach Austausch der murinen gegen eine humane CD-Region der Antikörper 
(„humanized antibodies“) auch das anfängliche Problem der Immunisierung gegen die 
verwendeten Antikörper gelöst werden [15, 144]. 
Bei diesem vom lymphatischen Gewebe ausgehenden Tumor 
kommt es zu einer zumindest größtenteils durch IL-6 
ausgelösten, in ihrem Ausmaß entgleisten polyklonalen       
B-Zell-Aktivierung. Nach Durchlaufen bestimmter Phasen 
kann diese Entgleisung in die Entstehung eben dieses 
Tumors münden [117, 131-133]. 
 
Endoskopisch durchgeführte Kolonmukosa-Biopsien offen-
barten bei M.Crohn-Patienten im Vergleich zu gesunden 
Menschen deutlich erhöhte IL-6-Konzentrationen in dem ent-
nommenen Gewebe [134-136]. Es konnte nachgewiesen 
werden, dass Lamina-propria(LP)-T-Zellen von mononukle-
ären LP-Zellen sezerniertes lösliches gp80 benötigen, um mit 
dem autokrin ausgeschütteten IL-6 die Signalkaskade zu 
starten und so einen Beitrag zur Unterhaltung der entzünd-
lichen Prozesse zu leisten. Scheinbar entziehen sich die LP-
T-Zellen durch das IL-6 der Apoptose [137], da eine αIL-6-
Antikörpertherapie deren Apoptose und einen Rückgang der 
Entzündung bedingt [137,138]. 
 
Multiples Myelom 
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- In einer Studie zur Bedeutung des löslichen IL-6-Rezeptors in der Progression einer an 
Mäusen artifiziell hervorgerufenen Arthritis zeigte eine frühzeitige (innerhalb der ersten 
Tage durchgeführte) intraartikuläre Injektion von sgp130 (500ng/ml) eine signifikante 
Reduktion der entzündlichen Prozesse und eine deutliche Knorpel-protektive Wirkung. 
Diese Daten deuten auf den Benefit einer Anwendung des sgp130 vor allem bei solchen 
Krankheiten hin, deren Beginn oder Fortschreiten durch IL-6/IL-6R-Komplexe getriggert 
wird. Die Signaltransduktion durch IL-6 über das membranständige gp130 ist hierbei 
unbeeinflusst, denn das lösliche gp130 bindet nur mit sIL-6R komplexiertes IL-6 [145].   
- Eine besondere Bedeutung kommt dem IL-6 hinsichtlich therapeutischer Verwendungs-
möglichkeiten in der Neurologie zu, da viele neurologische Erkrankungen wie M. Alzhei-
mer, M. Parkinson, Multiple Sklerose [146, 147], Schädel-Hirn-Trauma [148] oder 
Ischämie [149, 150] einen massiven Anstieg lokaler IL-6-Level aufweisen. In einem 
Versuchsansatz mit kultivierten Hippocampus-Neuronen (Ratten) bedingte eine 
Präinkubation mit IL-6/IL-6-Rezeptor-Chimären (1pg/ml) wenige Tage nach einem 
artifiziell gesetzten Schaden dieser Zellen eine signifikante Steigerung der Neuron-
Überlebensrate [151]. Dies offenbart eine neuroprotektive Wirkung des IL-6 [152, 153], 
die auch durch IL-6-Injektion in die ZNS-Liquorräume von Ratten mit nigrostriatalen 
Schäden nachgewiesen werden konnte [150]. Darüber hinaus fand sich nach einer 
Stimulation von Oligodendrozyten, den Myelinproduzenten des ZNS, mit der oben 
erwähnten IL6-/IL-6R-Chimäre sowohl eine STAT-mediierte Synthesesteigerung der 
wesentlichen Myelinbestandteile MBP und PLP als auch eine Anregung von 
Vorläuferzellen zur Ausdifferenzierung zu aktiven Oligodendrozyten [151]. Unter 
Berücksichtigung der multiplen demyelinisierenden Erkrankungen, aber auch der 
zahlreichen neurologischen Krankheiten, die Neuronschäden bis hin zum Zell-Untergang 
bedingen können, ist das Interesse verständlich, die Kenntnisse der IL-6-Funktionen im 
ZNS und in der Pathophysiologie dieser Erkrankungen voranzutreiben und nutzen zu 
wollen, um sie schnellstmöglich in effektive Therapiemöglichkeiten umzusetzen. 
 
Im Rahmen chronisch entzündlicher Prozesse ebenso wie auch bei kurz aufeinander 
folgenden Traumatisierungen ist es von Bedeutung, das Ausmaß der Antwort auf einen 
kurzzeitigen Stimulus, auf einen persistierenden Stimulus oder auf zwei in gewissem 
zeitlichem Abstand voneinander einsetzende Stimuli zu regulieren. In Folge auf einen 
kurzzeitigen Stimulus ist es sinnvoll, dass das System nach einer gewissen Zeit eine 
Inaktivierung erfährt, da es der Zelle zwar einerseits noch ermöglicht, das für eine adäquate 
Antwort - z.B. Geninduktion -  ausreichende Ausmaß zu erreichen, andererseits aber eine 
inadäquate Verschwendung sämtlicher beteiligter Faktoren einschränkt. Dies steigert die 
Effizienz des Systems, ohne die Effektivität zu beeinträchtigen. Bei zu eng gesetzten 
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Signalen zeigen sich die Rezeptoren auf die neuerliche Stimulation refraktär, was auf der 
vorübergehenden Autoinhibition dieses Systems beruht. Auch diese Desensitisierung 
erscheint sinnvoll, da zwei kurz aufeinander folgende Reize meist derselben Ursache 
entspringen und daher auch nicht notwendiger Weise einer erneuten Antwort bedürfen. Die 
Desensitisierung ist aber nur vorübergehender Natur, ein neuerlicher Reiz darf nicht 
andauernd unterdrückt werden, sondern verlangt gegebenenfalls eine erneute, z.T. 
modifizierte Antwort. Ein persistierender Reiz, wie er für chronische Erkrankungen typisch ist, 
setzt das System einer Dauerbelastung aus, bei der aufgrund des anhaltenden zugrunde 
liegenden pathologischen Prozesses auch eine fortlaufende Reaktion von der Zelle verlangt 
wird. Bei einer so langwierigen Reaktionsanforderung liegen fließende Übergänge zwischen 
Inaktivierung, Desensitisierung und Reaktion vor, die sich dann häufig in einem leicht 
abgeschwächt undulierenden Reaktionsmuster offenbart.   
Die detaillierte Erforschung des komplexen IL-6-Signalweges, seiner Rolle in der Physiologie 
eines gesunden oder kranken Menschen und der daraus resultierenden Therapieansätze 
bietet ein weitreichendes Feld, das so komplex wie sein Forschungsobjekt ist und hier nur 
gestreift werden kann. Es ist auch in den nächsten Jahren noch viel Bewegung in diesem 
System zu erwarten. 
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1.8 Zielsetzung 
Ein im Rahmen von signaltransduzierenden Prozessen aktiviertes Rezeptorsystem erfährt 
zumeist nach einer gewissen Zeit eine Inaktivierung, die durch Dephosphorylierung 
respektive Degradierung der beteiligten, aktivierten Signalkaskaden-Komponenten vermittelt 
wird. Dies konnte in vielen Studien anhand von Analysen der Präsenz und Phosphorylierung  
einzelner Rezeptorkomponenten und Transduktionsfaktoren in zeitlicher Nähe zu einem 
zuvorigen Stimulus auch für das Interleukin-6-System nachgewiesen werden. 
Im Gegensatz dazu hängt es bei zwei direkt aufeinander folgenden Reizen von deren 
zeitlichem Abstand ab, ob der zweite Stimulus zu einem eigenen Signal führt. Führte man die 
zweite Stimulation des Systems mit zu kurzer Latenz nach dem zuvorigen Reiz durch,       
ließ sich eine Unempfindlichkeit des Systems feststellen. Man spricht von einer 
Desensitisierung, die durch den ersten Stimulus vermittelt wird.   
Die vorliegende Arbeit sollte die Prozesse der Desensitisierung, zwar unter Berücksichtigung 
der die Inaktivierung mediierenden Faktoren, aber dennoch in klarer logistischer Abgrenzung 
vom Prozess der Inaktivierung, untersuchen. Denn über die Dephosphorylierung und 
Degradation der Faktoren hinaus scheinen hier eher Prozesse notwendig, die nicht eine 
vorhandene Aktivierung terminieren, sondern eine neuerliche verhindern.  
Zunächst sollte der exakte zeitliche Verlauf dieser refraktären Phase markiert werden, um sie 
auch zeitlich deutlich von einer lediglichen Inaktivierung des Systems abzugrenzen und 
Beginn/Ende dieser Desensitisierungphase herauszufinden. Ein bedeutendendes Ziel dieser 
Studie war die Klärung der Frage, ob und wie der zuvorige Stimulus („Prä-Stimulus“) diese 
Form der scheinbaren Autoinhibition bedingt. Dazu sollte einerseits versucht werden, die 
Position in der Signaltransduktionskaskade zu finden, an der die Weiterleitung des gesetzten 
Signals unterbrochen ist. Um andererseits die Bedeutung der bekannten IL-6-
Signalwegsinhibitoren bei der Vermittlung der Desensitisierung zu untersuchen, sollten 
Zellsysteme Verwendung finden, in denen die Einflussnahme dieser Inhibitoren durch Fehlen 
ihrer Rekrutierungsstelle, Mutation ihrer strukturellen Integrität oder ihre gänzliche 
Abwesenheit verhindert werden konnte.   
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2 Material und Methoden 
 
2.1     Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien waren in der Regel von pro analysi Qualität. Im Einzelnen 
fanden Enzyme der Firmen Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) und Hybaid               
(Heidelberg), ebenso wie Oligonukleotide von MWG-Biotech (Ebersberg) Verwendung.   
 
2.2    Zytokine und lösliche Rezeptoren 
Epo               rekombinantes humanes Erythropoietin (Roche, Mannheim) 
 
IL-5               rekombinantes humanes IL-5 (Cell Concepts, Umkirch) 
 
IL-6               rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone 
                     [154]  in E.coli exprimiert. Die spezifische Aktivität betrug nach 
                     Reinigung und Aufbereitung (A.Küster, Institut für  Biochemie, 
                     RWTH Aachen) 2x106 BSF-2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg 
                     Protein. 
                      
sIL-6Rα        der lösliche IL-6-Rezeptor α (gp80) wurde nach der Methode von  
                     Weiergräber [155] in einem Baclovirusexpressionssystem produziert 
                     und gereinigt.  
                    
2.3    Antikörper  
Kaninchen-αMaus IgG:                   polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen 
                                                        konstante Anteile von Maus-Immunglobulin,       
                                                        unkonjugiert oder horse radish peroxidase- 
                                                        konjugiert. (DAKO, Glostrup, Dänemark)                                                                                                                         
 
Anti-Phosphotyrosin 4G10:             monoklonaler muriner Antikörper gegen  
                                                        Tyrosin-phosphorylierte Proteine 
                                                (Upstate Biotechnology, NY, USA) 
 
Anti-Phosphotyrosin P99:              monoklonaler, muriner Antikörper gegen Tyrosin- 
phosporylierte Proteine 
                                                    (Santa Cruz Technologies, Santa Cruz, CA,USA)                                                                  
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STAT3:                                          monoklonaler Antikörper gegen den N-         
                                                      terminalen Bereich von STAT3 
                                                       (Transduction Laboratories, Lexington, USA) 
                                                              
STAT3 (p)Tyr 705:                          polyklonaler Antikörper gegen das phosphory- 
                                                        lierte Tyrosin 705 von STAT3 
                                                        (New England Biolabs, Beverly , USA) 
                                                              
gp130 (BP-8):                                 monoklonaler, muriner Antikörper gegen die extrazelluläre 
                                                       Region von gp130 
                                                       (Dr. J. Wijdenes, Diaclone, BesanÇon, Frankreich) 
 
gp130:                                             Antikörper gegen die zytoplasmatische Region von gp130                                               
                                                   (Upstate Biotechnology, NY, USA) 
 
Jak1:                                              monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Jak1 
 (Pharmingen, Hamburg, Deutschland) 
 
Jak1:                                           polyklonales Antiserum (Dr. Ziemiecki, Bern, Schweiz) 
 
SOCS3 (M20):                                 polyklonaler Ziegen-Antikörper gegen SOCS3 
                                                     (Santa Cruz Technologies, Santa Cruz, CA,USA).   
                                                      Diese Antikörper wurden nach der Methode von Pierce  
                                                      (Rockford, IL, USA) biotinyliert. 
 
gp80:                                             monoklonaler, muriner Antikörper gegen IL-6R 
              (Dr. J. Wijdenes, Diaclone, BesanÇon, Frankreich) 
 
Streptavidin-HRP:                           HRP- konjugiertes Streptavidin von Pierce  
                                                     (Rockfort, IL, USA) 
 
2.4     Vektoren 
pRc/CMV:                                        eukaryontischer Expressionsvektor, der die 
                                                        Promotorsequenz des Cytomegalie-Virus enthält. 
 
pSVL:                                              eukaryontischer Expressionsvektor, welcher die  
                                                        Promotorsequenz des SV40-Virus beinhaltet. 
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pRc/CMV-IL5Rα/gp130 (YYYYYY): Vektor für ein chimäres Rezeptorkonstrukt, das  
                                                          in seinem extrazellulären Bereich den murinen 
                                                          IL-5Rα enthält und sich in seinen transmembra-        
                                                          nösen und intrazellulären Abschnitten aus dem 
                                                          humanen gp130 zusammensetzt. Von dieser 
                                                          Chimäre existieren Homologa, bei denen             
                                                          einzelne Tyrosine (Y) durch Phenylalanine 
                                                          ersetzt wurden. 
                                                             
pRc/CMV-IL5Rβ/gp130 (YYYYYY):  Vektor für ein chimäres Rezeptorkonstrukt, das  
                                                          in seinem extrazellulären Bereich den murinen 
                                                          IL-5Rβ enthält und sich in seinen transmembra-        
                                                          nösen und intrazellulären Abschnitten aus dem 
                                                          humanen gp130 zusammensetzt. Von dieser 
                                                          Chimäre existieren Homologa, bei denen             
                                                          einzelne Tyrosine (Y) durch Phenylalanine 
                                                          ersetzt wurden. 
 
pRc/CMV-IL5Rα/gp130 (YFYYYY):  bei dieser Chimäre ist das Tyr759  des gp130   
                                                          durch Phenylalanin ersetzt worden.  
 
pRc/CMV-IL5Rβ/gp130 (YFYYYY):  bei dieser Chimäre ist das Tyr759  des gp130   
                                                          durch Phenylalanin ersetzt worden. 
  
pRc/CMV-EpoR/gp130 (YYYYYY):  Vektor für ein chimäres Rezeptorkonstrukt, das  
                                                          in seinem extrazellulären Bereich den murinen 
                                                          EpoR enthält und sich in seinen transmembra-        
                                                          nösen und intrazellulären Abschnitten aus dem 
                                                          humanen gp130 zusammensetzt.    
 
pRc/CMV-EpoR/gp130 (YFYYYY): bei dieser Chimäre ist das Tyr759  des gp130   
                                                          durch Phenylalanin ersetzt worden. 
 
pSVL-Jak1                                        Vektor, der murines Jak1 codiert 
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2.5    Eukaryontische Zell-Linien und deren Kultivierung 
 
2.5.1 Nährmedien und Zellkulturlösungen 
DMEM; Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose, Glutamax     (Life Technologies, Karlsruhe) 
DMEM/ F12 Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose/l           (Life Technologies, Karlsruhe) 
FKS; mykoplasmenfreies fötales Kälberserum             (Cytogen, Berlin) 
Penicillin (10.000 U) /Streptomycin (10mg)                   (Gibco, Eggenstein) 
Trypsin (0,05 %)/ EDTA (0,02 %) – Lösung                  (Biochrom, Berlin) 
 
                                        Phosphate-Buffered Saline (PBS) 
                                                  137 mM            NaCl 
                                                   2,7 mM            KCl 
                                                   8,0 mM            Na2HPO4 
                                                   1,5 mM            NaH2 PO4 
 
2.5.2     Zell-Linien 
Die Kultivierung der folgenden Zell-Linien erfolgte bei 37°C unter 5% CO2 und maximaler 
Luftfeuchtigkeit: 
 
MEF: adhärent wachsende, murine embryonale Fibroblasten 
HepG2:                 adhärent wachsende, humane Hepatomzellen (ATCC, CRL 1651) 
MEF-SHP2-/-:        adhärent wachsende, murine embryonale Fibroblasten, die eine dys-  
                              funktionelle SHP2 exprimieren, der in der N-terminalen SH2-Domäne  
                              die Aminosäuren 46-110 fehlen. 
                             (Benjamin Neel, Harvard University, Boston) 
MEF-SOCS3-/-:      adhärent wachsende, murine embryonale Fibroblasten, die keine 
                              SOCS3-Expression aufweisen.  Diese Zellen enthalten eine das ent- 
                             scheidende SOCS3-Exon komplett umschließende loxP-Markierung. 
                             Durch mehrfache Infektion der Fibroblasten mit Adenoviren wurde in  
                             diesen Zellen eine Expression der Cre-Rekombinase erreicht. Die Cre- 
                              Rekombinase führte unter Verwendung der loxP-Markierungen zu einer  
                             vollständigen Rekombination des SOCS3-Exons. 
 
Die Nährmedien setzten sich aus DMEM/ F12- Medium mit 10%  hitzeinkativiertem FKS, 
60mg/ml Penicillin und 100mg/ml Streptomycin zusammen. Zur Weiterkultivierung wurde 
eine konfluent bewachsene Petrischale mit Trypsin/EDTA behandelt. Die so abgelösten 
Zellen wurden bei 900 UpM abzentrifugiert und bei Verdünnung von 1:5 bis 1:10 in 
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Kulturmedium resuspendiert. Zur Langzeitaufbewahrung wurden die zentrifugierten Zellen in 
Kulturmedium, das 10% DMSO enthielt, aufgenommen und nach langsamer Abkühlung (24h 
bei -80°C) in flüssigem Stickstoff konserviert. Das schnelle Auftauen erfolgte unter Zugabe 
von kaltem Medium bei 37°C, nach einem Abzentrifugieren (900 UpM) und Resuspendieren 
der Zellen erfolgte eine neuerliche Aussaat auf Petrischalen. 
 
2.6 Transiente Transfektion von HepG2 – Zellen 
 
2.6.1   Kalziumphosphatmethode 
Die konfluent bewachsenen Petrischalen wurden 24 h vor der Transfektion mit der Kalzium-
phosphatmethode 1:3 bis 1:10 gesplittet. Kurz vor der Transfektion (0,5 – 1h) wurde das 
DMEM/F12-Medium gegen reines DMEM-Medium ausgetauscht. Die Transfektionslösung 
bestand aus der zu transfizierenden DNA (20µg), 62 µl 2M CaCl2 und 500 µl 2xHBS in 10 ml 
DMEM. Nach einer Inkubationszeit von 18h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 
DMEM/F12 weiterkultiviert.  
 
 2xHBS:            -  10      g/l     Hepes            -  0,25   g/l    NaH2PO4 x H2O  
                          -  16      g/l     NaCl             -  2        g/l    Glukose 
                         -  0,74   g/l     KCl 
 
Der pH-Wert dieser Lösung betrug 7,05         
 
2.6.2    Liposomale Transfektion 
Die verwendeten Liposomen bilden aufgrund ihrer polaren Gruppen Komplexe mit der wegen 
ihrer Phosphatgruppen negativ geladenen DNA. Diese Komplexe werden dann mitsamt der 
DNA in die Zellen aufgenommen. Als liposomales Reagenz wurde Fugene6 (Roche 
Diagnostics GMBH, Mannheim) benutzt und in Anlehnung an die Herstellerangaben 
eingesetzt. 
 
2.7     Rezeptor-Expressionskontrollen per FACS-Analysen 
Zur FACS (fluorescent activated cell sorting) - Analyse  wurden zunächst die zu analysieren-
den Zellen mit EDTA/PBS von den Petrischalen abgelöst, schließlich 5x105 bis 1x106 Zellen - 
nach Inkubation in 100 µl PBS/Azid mit 1µg eines Antikörpers gegen gp130/ gp80 für 30 min 
- mit kaltem PBS/Azid gewaschen. Diese Antikörper wurden dann durch die Inkubation auf 
Eis im Dunkeln mit einem Phycoerythrin-konjugierten Kaninchen-αMaus IgG Fab (30 
Minuten) markiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit und Resuspendierung in PBS/Azid 
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folgte unter Verwendung von 105 Zellen eine Abtastung auf Rezeptorexpression mit einem 
488 nm Argonlaser in einem FACScalibur Durchflußzytometer (Becton Dickinson). 
 
                                  PBS/Azid                           PBS/EDTA 
                             5    %   FKS                                       PBS 
                          0,1    %   NaN3                                        10 mM EDTA 
                         in PBS aufgenommen        
 
2.8    Proteingewinnung 
 
2.8.1    Zell-Lysat-Herstellung 
Die konfluent mit HepG2 bewachsenen Petrischalen wurden mit 4°C kaltem PBS (+ 100 µM 
Natriumorthovanadat) gewaschen und in 500 µl kaltem Lysispuffer aufgenommen. Dieser 
Puffer verblieb für 30 Minuten unter Kühlung (Eis), am Ende der Inkubationszeit wurde die 
Zellsuspension nach kräftiger Durchmischung (Vortex) für 20 min bei 4°C abzentrifugiert 
(14000 UpM). Der Überstand wird gewonnen und der weiteren Analytik zugeführt. Die Lyse 
der HepG2-Zellen erfolgte durch den Ripa-Lysispuffer, der sich wie folgt zusammensetzt:    
                               
                                  50     mM         Tris/HCl pH7,4 
                                150     mM          NaCl 
                                    1     mM          EDTA 
                                 0,5     %             Nonidet P-40 
                                    1     mM        Natrium-Fluorid 
                                  15     %             Glycerol 
                                    1     mM           Natriumorthovanadat 
                                  20     mM           Glycerolphosphat 
 
Kurz vor Anwendung des zuvor präparierten Puffers wurden folgende Substanzen  
zum Schutz vor Proteasen zugegeben : 
 
                         100  µM     PMSF 
                            1  µM       Natrium-Fluorid 
                             1  mM       Natriumorthovanadat 
                         10  µg/ml      Aprotinin 
                              2   µg/ml      Leupeptin 
              1   µg/ml      Pepstatin   
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2.8.2       Kernextrakt-Herstellung 
Nach zweimaligem Waschen der noch auf den Petrischalen befindlichen HepG2-Zellen mit 
4°C kaltem PBS (+ 100 µM Na3VO4) wurden die Zellen mit Hilfe eines Schabers von der 
Petrischale gelöst und in einem Eppendorf-Gefäß für 10 sec bei 10000 UpM abzentrifugiert. 
Dem Zellsediment wurden dann 400 µl Puffer A zugesetzt und 10 min im Eisbad inkubiert. 
Nach der Zerstörung der Zellmembran unter Zuhilfenahme eines Vortexgerätes (10 sec) 
wurde erneut zentrifugiert (20 sec) und das entstandene Sediment in 0-50 µl Puffer C 
resuspendiert, 20 min auf Eis inkubiert und letztlich erneut zentrifugiert (2 min). Der 
Überstand wurde in Eppendorf-Gefäße überführt und die Konzentration der darin 
enthaltenen Kernproteine  im Bradford Assay [156] bestimmt.  
 
                                Puffer A 
                       10   mM    Hepes-KOH  (pH 7,8) 
                       1,5  mM    MgCl2        
                       10   mM    KCl 
                       0.5  mM    DTT 
                       0.2  mM    PMSF 
                         1   mM    Na3VO4 
 
                                 Puffer B 
                        0    mM     Hepes-KOH  (pH 7,8) 
                       1,5  mM     MgCl2 
                                  
420  mM     NaCl 
                       0,2  mM     EDTA 
                       25   %        Glycerin 
                       0,5  mM     DTT 
                       0,2  mM     PMSF 
                        1    mM     Na3VO4 
 
2.8.3      Proteinbestimmung nach Bradford 
Zur quantitativen Bestimmung der Konzentration gelöster Proteine wurde nach der Methode 
von Bradford [156] (Testkit der Firma BioRad, München) verfahren. Bei  einer Wellenlänge 
von 595 nm wurde photometrisch zunächst eine Eichgerade mit 0-12 µg/ml BSA  in einer 
Mischung aus 800µl Wasser und 200 µl Biorad-Gebrauchslösung erstellt, danach wurden die 
Proteinkonzentrationen unter Zugabe von 3µl der jeweiligen Probe nach 5 minütiger Inkuba-
tion bei RT mit Hilfe der OD595-Messung bestimmt.   
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2.9         Proteindetektion 
 
2.9.1 Immunpräzipitation 
Zur Durchführung einer Immunpräzipitation wurde jede Probe mit 1µg des jeweiligen 
Antikörpers bei 4 °C für 12 – 16 h inkubiert. Unter Verwendung von in IP-Puffer gequollener 
und mit entsprechenden Zweitantikörpern abgesättigter Protein-A-Sepharose (2,5 mg/ 
Ansatz) (Pharmacia, Freiburg) wurden die sich im Lysat  bildenden Immunkomplexe nach 
Inkubation für 1h bei 4 °C gefällt. Zur Entfernung überschüssiger Proteine und Antikörper 
führte man mehrmaliges Waschen mit Waschpuffer durch, das nach der letzten 
Sedimentation verbliebene Sediment wurde in  20-30 µl 2x Laemmli-Puffer aufgenommen. 
Eine Trennung der zu analysierenden Proteine von der Sepharose erfolgte durch Erhitzen 
auf 95 °C (5min),  die nach Zentrifugation aus dem Überstand gewonnenen denaturierten 
Proteine wurden letztlich elektrophoretisch aufgetrennt.  
  
 
                                          2x Laemmli – Puffer 
                                      20     %       Glycerol 
                                        4     %       SDS 
                                    125   mM     Tris/ HCl, pH 6,8 
                                     0,2     %       Bromphenolblau 
                                     10      %       2-Mercapto-Ethanol 
 
 
 
 
2.9.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen fand in einer vertikalen Flachgelkammer 
als diskontinuierliche Elektrophorese nach Laemmli [157] statt. Je nach Größe der zu 
trennenden Proteine wurden verschiedene Trenngele (8% - 12%) in Verbindung mit 3%igen 
Sammelgelen benutzt. Die Durchführung der Elektrophorese erfolgte bei RT und einer 
Stromstärke von 35mA für 2-3h. Zur Orientierung wurde gleichzeitig mit den Proben der 
Rainbowmarker (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) aufgetragen.  
 
                                         Acrylamidlösung 
                                      30     %       Acrylamid 
                                     0,8     %       Bisacrylamid 
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                                               Trenngel 
                                     5,9    ml       Aqua dest. 
                                     4,8     µl       Acrylamid 
                                    400    mM     1,5M Tris/ HCl , pH 6,8 
                                     0,1     %       SDS 
                                     0,1     %       APS 
                                     15      µl       TEMED 
 
                                                Sammelgel 
                                        4    ml       Aqua dest. 
                                    635     µl       Acrylamid 
                                    125   mM     1,5M Tris/ HCl , pH 6,8 
                                     0,1     %       SDS 
                                   0,15     %       APS 
                                        5     µl       TEMED 
 
 
                                            SDS-Laufpuffer 
                                      25   mM      Tris-Base  
                                    192   mM      Glycin 
                                     0,1     %       SDS                                      
 
2.9.3 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran (Western Blot) 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden sie nach dem „Westernblot-
semidry“ – Verfahren [158] auf eine PVDF-Membran überführt. Hierzu wurden zunächst eine 
PVDF-Membran und 15 3MM Whatman-Papiere mit ausreichender Größe in Relation zur 
Protein-enthaltenden Gelfläche präpariert. Die Membran wurde für einige Sekunden mit 
100%igem Methanol benetzt, anschließend 5 min gewässert und 15 min in Anoden-Puffer-II 
äquilibriert. Nachdem auch die Whatman-Papiere in dem jeweiligen Puffer getränkt wurden, 
erfolgte der Aufbau des Blottes nach folgendem Schema von oben nach unten: 
 
 
1. Graphitplatte, bildet Anode 
2. 6 Whatman-Papiere, getränkt mit Anodenpuffer-I 
3. 3 Whatman-Papiere, getränkt mit Anodenpuffer-II 
4. PVDF-Membran, äquilibriert in Anodenpuffer-II 
5. Polyacrylamidgel, äquilibriert in Kathodenpuffer 
6. 6 Whatman-Papiere, getränkt mit Kathodenpuffer 
7. Graphitplatte, bildet Kathode 
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Nachdem der Blot luftblasenfrei aufgebaut war, fand der Proteintransfer bei einer Spannung 
von 0,8 mA/cm2 in einem Zeitrahmen von 1-2h unter leichter Beschwerung (0,5 kg) statt.  
 
                                      Anodenpuffer-I 
                                     0,3  M      Tris-Base 
                                     20   %      Methanol 
 
                                      Anodenpuffer-II 
                               0,025   M      Tris-Base 
                                    20   %      Methanol 
 
                                      Kathodenpuffer 
                                 0,04   M      ε-Aminocarponsäure 
                                    20   %      Methanol 
  
       
2.9.4    Detektion der transferierten Proteine 
Durch Zugabe von TBS-N mit 10% BSA (Serva, Heidelberg) wurden zunächst die freien 
Bindungsstellen auf der PVDF-Membran abgesättigt. Schließlich wurde diese Membran 
mehrmals mit TBS-N gespült und dann 1h bei RT (oder 12-16 h bei 4 °C) mit einer Lösung 
des entsprechenden Antikörpers in TBS-N (1:250 – 1:1000) inkubiert. Nach drei Wasch-
schritten (2x 5min, 1x 10 min) mit TBS-N  markierte man die Immunkomplexe mit einem 
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper durch 30-minütige Inkubation bei RT. Die 
überschüssigen Antikörper wurden anschließend durch erneutes Waschen der Membran (2x 
5 min und 1x 15 min) mit TBS-N entfernt und die komplexierten Proteine durch eine Reaktion 
der Peroxidase mit ECL (enhanced chemiluminescence) dargestellt.  
 
                                            TBS-N  
                              20  mM     Tris/HCl, pH 7,6 
                            140  mM    NaCl 
                             0,1   %      Nonidet-P40 
 
 
2.9.5    Radioaktive Markierung dopplesträngiger DNA-Sonden 
Dopplesträngige DNA-Sonden, die ein überlappendes 5´ -Ende aufwiesen, wurden mit Hilfe 
des Klenow-Enzyms bei 37 °C in einem Rahmen von 30 min an diesen Stellen unter Einbau 
von [α32P] dATP [Pharmacia, Braunschweig] radioaktiv markiert. Zur Trennung des nicht 
eingebauten radioaktiven Nukleotids von der markierten DNA wurde das Qiaquick Nukleotide 
Removal Kit  [Qiagen, Hilden] nach Anleitung benutzt.  
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Die Reaktionslösung zur Markierung der Sonde mit dem Labeling Kit [Roche] setzte sich 
folgender Maßen zusammen: 
                                        2,5        µl            DNA  ( 1 pmol / µl ) 
                                           2        µl            10 x Restriktionspuffer M (Roche) 
                                           1        µl            dCTP (0,5 mM) 
                                           1        µl            dGTP (0,5 mM) 
                                           1        µl            dTTP (0,5 mM) 
                                        6,5        µl            H2O 
                                           5        µl            [α32P] dATP 
                                           1        µl            Klenow – Enzym (5 U)  
 
Als Sonde fand das doppelsträngige „m67SIE“-Oligonukloetid Verwendung, das einen 
Bereich des c-fos-Promotors enthält, welcher so mutiert wurde, dass sich die Affinität der 
STAT-Transkriptionsfaktoren erhöhte: 
 
 
 
2.9.6    Elektrophoretischer-Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) 
Im EMSA wurde durch die Bindung an markierte DNA mit spezifischer Bindungsstelle die 
Präsenz aktivierter STAT-Transkriptionsfaktoren nachgewiesen. Dazu fügte man der 
Reaktionslösung mit 10 µg Kernextrakt noch 1µl der radioaktiv markierten DNA  ( ca. 10.000 
cpm / µl ) hinzu und inkubierte sie für 15 min bei RT. Anschließend wurde die Lösung auf ein 
in einer vertikalen Kammer zwischen zwei Pufferkammern stehendes 4,5%iges Polyacryl-
amidgel aufgetragen und in 3-4 h bei 200 V elektrophoretisch aufgetrennt. Eine Pumpe 
beförderte den Laufpuffer von der unteren in die obere Kammer, bis sie nach einer 
Laufstrecke von ca. 10 cm abgeschaltet wurde, um einen Rückfluß der überschüssigen 
markierten Sonde zu verhindern. ½h -1h später wurde die Elektrophorese beendet und das 
Gel für 15-30 min in 10% Methanol/ 10 % Essigsäure fixiert, auf ein 3MM Whatman-Papier 
aufgelegt und 2 h im Vakuumtrockner getrocknet.  Die entstandenen Komplexe aus Protein 
und DNA konnten mit Hilfe der Autoradiographie detektiert werden.  
 
                                    5x Gelshiftpuffer:       
                              50     mM      Hepes-KOH, pH 7,8 
                                5     mM      EDTA 
                              25     mM      MgCl2 
                              50    % (v/v)  Glycerin 
 
„m67SIE"  :   5´ - GATCCGGGAGGGATTTACGGGAAATGCTG - 3´ 
                                 3´ - GCCCTCCCTAAATGCCCTTTACGACTTAA - 5´  
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      Laufpuffer TBE 
                             54     g           Tris-Base 
                          27,5     g              Borsäure 
                             20   ml              0,5 M EDTA 
                             ad 1000 ml Wasser; pH8,3  
 
     Reaktionslösung 
                              4     µl              5x Gelshiftpuffer 
                           0,1     µl              1 M DTT 
                           0,2     µl              200 mM PMSF 
                              1     µl              Poly(dI-dC)  (1mg/ml) 
                              2     µl              BSA ( 10 mg/ml) 
                            10     µg             Kernextrakte 
                          ad 20  µl              H2O 
                         
                                        Gel-Lösung 
                         6,75    ml              Acrylamid-Lösung 
                         5,25    ml              Glycerin  (86 %) 
                            45    ml              H2O 
                              3    ml              5x TBE 
                          400    µl               APS 
                            40    µl               TEMED  
 
 
 
  2.10  RNA-Analyse 
 
2.10.1 RNA-Isolierung aus HepG2-Zellen 
Unter Verwendung des total-RNA-Kit (Qiagen, Hilden) konnte die Gesamt-RNA aus den 
HepG2-Zellen isoliert werden. Dann wurde aus den homogenisierten Lysaten die RNA durch 
Zentrifugation an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und durch mehrmaliges Waschen von 
Verunreinigungen befreit. Der Elution der RNA dienten 30 µl RNAse-freies Wasser.   
 
2.10.2 Elektrophorese der RNA im Agarosegel 
Die Probenlösung wurde unter Zugabe von Wasser zu 10 µg RNA bis auf 10µl aufgefüllt und 
dann mit 32µl Ladungspuffer versetzt. Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 65°C (5 
min), ein 2-minütiges Abkühlen auf Eis und eine abschließende Zentrifugation. Die 
Auftrennung der RNA wurde dann elektrophoretisch mit Hilfe eines Agarosegels 
durchgeführt. 
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                                            Ladungspuffer 
                                      4,2   µl      10x MOPS pH 7,5 
                                      4,2   µl      RNA-DYE 
                                      6,7   µl      Formaldehyd 37% 
                                  18,75   µl      Formamid 
                                      
                                                  10x MOPS 
                                     200  ml      1M MOPS 
                                    16,7  ml      3 M Na-Acetat pH 9,2 
                                       20  ml      0,5 M EDTA 
                                  mit NAOH auf pH 7,5 eingestellt 
 
                                                  Agarosegel 
                                         3    g      Agarose 
                                     270  ml      H2O 
                                       30  ml      10x MOPS 
                                      5,4  ml      Formaldehyd 
                                       10   µl      Ethidiumbromid 
 
                                                   Laufpuffer 
                                                   1x MOPS 
 
In einer horizontalen Gelkammer wurde unter permanenter Umwälzung des Laufpuffers in 3-
4h bei einer Spannung von 160 V eine Auftrennung der RNA erreicht. Die Kontrolle der 
gleichmäßigen Beladung und des korrekten Ablaufs der Auftrennung erfolgte durch 
Betrachtung des Gels unter UV-Licht. 
 
2.10.3 Transfer der RNA auf eine Nitrozellulose-Membran           
(Northern Blot) 
Das Blotting erfolgte unter Kapillarwirkung der verwendeten Filterpapiere und des Zellstoffes 
in einem Zeitrahmen von 8-12 h. Der Blotaufbau sah von unten nach oben wiefolgt aus: 
 
                -    Kammer mit 20x SSC-Puffer 
                -    Glasplatte mit Whatman-Papier-Steg, getränkt in 20xSSC-Puffer 
                -    Whatmanpapier in Gelgröße 
                -    Agarosegel 
                -    Nitrozellulose-Membran äquilibriert in 20xSSC-Puffer 
                -    Whatmanpapier 
                -    Zellstoff 
                -    Gewicht (ca.1 kg)  
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Durch 2-stündiges Erhitzen bei 80 °C wurde die DNA auf der Nitrozellulosemembran fixiert. 
                                               20x SSC 
                                         3  M    NaCl 
                                      0,3  M    Na-Citrat x 2 H2O 
 
 
2.10.4 Random Priming 
Zur Detektion der RNA wurden RNA-Sonden benötigt, die zuvor einer radioaktiven 
Markierung bedurften, welche mit dem Random-Priming-Kit (Roche, Mannheim) 
durchgeführt wurde.  
 
2.10.5 Hybridisierung des Northern Blots 
Die markierten RNA-Sonden lagern sich im Falle der Sequenzkomplementarität zur zu 
analysierenden RNA an diese an und ermöglichen so ihren Nachweis. Dazu inkubierte man 
die Nitrozellulose-Membran für 2-4 h bei 68 °C in der Prähybridisierungslösung, zu der 
anschließend die markierte Sonde – nach ihrer Denaturierung bei 95 °C – zugegeben wurde. 
Die Anlagerung der Sonde an die entsprechende RNA fand unter 12-stündiger Rotation bei  
68 °C statt. Nach zwei Waschschritten (je 30 min in 2x SSC + 2% SDS bei RT/ 66 °C) wurde 
die Detektion per Autoradiographie durchgeführt.  
 
                             Prähybridisierungslösung 
                              10     %      Dextransulfat 
                                1     %      SDS 
                                1     M      NaCl 
                          mit H2O auf 500 ml aufgefüllt  
 
 
2.11 Plasmidgewinnung und –Analyse 
 
2.11.1 Plasmidisolierung 
Die Gewinnung der zur Transfektion benötigten Plasmide erfolgte durch Isolierung aus den 
gefrierkultivierten transformierten Bakterien. Die Bakterien wurden dazu über Nacht in 50-
500 ml Medium kultiviert und am nächsten Tag durch Anwendung der Qiagen Plasmid Maxi 
Kits (Qiagen, Hilden) von ihren Plasmiden separiert, welche aus den Kit-Filtern letztlich mit 
sterilem Wasser eluiert wurden.  
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2.11.2 DNA – Konzentrationsbestimmung 
Auf photometrischem Wege wurde die Extinktion der DNA-Verdünnung (1:400) bei 260 und 
280 nm Wellenlänge bestimmt. Der Quotient der beiden Extinktionen E260 / E280  ermöglicht 
Aussagen über die Reinheit der DNA-Lösung (Norm: 1,8 –2). Zur Berechnung der DNA-
Konzentration fand folgende Formel Anwendung: 
 
           c(DNA) µg/ml      =       E260   x    Verdünnungsfaktor (400)   x    50  
 
2.11.3 Plasmidkontrolle durch DNA-Sequenzierung 
Zunächst wurden fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide mit Hilfe des PRISM Ready 
Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit  in die DNA eingebaut und amplifiziert. 
Dieser Einbau führte zum Abbruch der DNA-Strang-Verlängerung, diente aber gleichzeitig 
der detektierbaren Markierung. 
 
                              Polymerasekettenreaktionsansatz: 
                                 4    µl          Terminatorprämix 
                           0,5-1    µg         DNA 
                               10    pmol     Primer 
                          ad 20    µl          H2O 
 
                                        Terminatorprämix 
                            1,58    µM        A-DyeDeoxy 
                          94,74    µM        T-DyeDeoxy 
                            0,42    µM        G-DyeDeoxy 
                          78,95    µM        C-DyeDeoxy 
                          78,95    µM        dITP 
                          15,79    µM        dCTP 
                          15,79    µM        dTTP 
                          15,79    µM        dATP 
                        169,42    mM       Tris / HCl  (pH 9,0)  
                             4,21   mM       (NH4)2SO4 
                           42,10   mM       MgCl2 
                             0,41   U/µl       AmpliTaq-Polymerase 
 
Die Amplifikation der DNA erfolgt in 25 Reaktionszyklen, die jeweils aus folgenden Phasen 
bestehen: 
 
1. Erste Denaturierung     (20 sec)    bei 96 °C 
2. Hybridisierung               (20 sec)    bei 45 °C 
34  Material und Methoden 
3. DNA-Extension             (240 sec)  bei 60 °C  
4. Denaturierung                (20 sec)    bei 96 °C 
5. Letzte DNA-Extension    (240 sec)  bei 60 °C 
 
Zur Fällung der amplifizierten DNA wurden der Lösung 250µl 96%iges Ethanol und 10µl 3M 
Na-Acetat (pH 5,2) hinzugefügt. Nach 20 min (4 °C) wurde das Präzipitat mit 70 %igem 
Ethanol gewaschen, getrocknet und in TSR-Puffer (Biosystems, Weiterstadt)  aufgenommen. 
Es folgte eine 2-minütige Denaturierung bei 90 °C, bevor die Auftrennung der DNA – 
Fragmente mittels Kapillarelektrophorese bei 12,5 kV und 50°C durchgeführt wurde (40 – 
120 min). 
Ergebnisse                                                   35      
3 Ergebnisse 
 
3.1 Kinetik nach einem singulären/ permanenten Stimulus 
Es ist bekannt, dass eine IL-6- induzierte STAT-Aktivierung nur einen transienten Verlauf 
aufweist, welcher ursächlich mit der Aktivität von Phosphatasen und einer möglichen 
Degradation der STAT-Faktoren erklärt wird [7]. Die Aktivierung der STAT-Faktoren nach 
einem kurzwährenden Einzel-Stimulus wurde zunächst mit der bei einer Langzeit-Stimulation 
verglichen (Abb.3.1). Zur Detektion der STAT3-Aktivität wurde die DNA-Bindungsfähigkeit 
der STAT3-Faktoren an eine STAT-spezifische DNA-Sequenz im EMSA gemessen. Nach 
einer Stimulation von HepG2-Zellen mit IL-6 für 20 min wies die STAT3-Aktivität 10 min nach 
Entfernen des Zytokins ein Maximum auf. Zu Zeitpunkten mit größerer Latenz zum Stimulus 
(40min - 6h) notierte man allerdings eine niedrigere Aktivität, deren stärkster Abfall sich in 
der Zeit zwischen 10 min und 40 min nach der Stimulation zeigt und auf eine schnelle 
Inaktivierung der Faktoren hinweist (Abb. 3.1, linke Hälfte). Auch eine Persistenz des IL-6-
Stimulus für mehrere Stunden (Abb. 3.1, rechte Hälfte) führte zu keiner kontinuierlichen 
STAT3-Aktivierung. Vielmehr zeigte sich hier im Sinne einer Desensitisierung des 
Rezeptorsystems ein ebenso deutlicher Rückgang des Ausmaßes der STAT3-Aktivität nach 
dem Erreichen des Maximums 1h nach der Stimulation. Auf einen Funktionsverlust des über 
Stunden auf den Zellen verbleibenden IL-6 kann der Effekt nicht zurückgeführt werden, da 
das Medium mit dem darin befindlichen IL-6 auch nach 6h noch bei Überführung auf 
unbehandelte HepG2-Zellen eine STAT3-Aktivierung zu erzeugen vermag (Abb. 3.1, „C“). 
Die Aktivität des IL-6 veränderte sich somit während der Versuchsdurchführung nicht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (Y) -STAT3
(pY) - STAT3 
(Y) -STAT3
Inaktivierung
DesensitisierungAktivierung
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3.2 IL-6-Stimulus desensitisiert das IL-6-System für eine Restimulation  
Um den Prozess der Desensitisierung detaillierter zu betrachten, wurden anstelle eines 
persistenten Reizes zwei Einzel-Stimulationen mit IL-6 (für je 20 min) in unterschiedlichen 
Abständen durchgeführt und die durch den zweiten Impuls mögliche Aktivierung von STAT3 
anhand der DNA-Bindung im EMSA gemessen (Abb. 3.2). Nach einem ersten IL-6-Stimulus 
lassen sich die aktivierten STAT-Faktoren -wie in 3.1 erläutert- für mindestens 30-40 min 
nachweisen (Abb. 3.1). Danach ist für 3-4h nach der ersten Stimulation kaum eine durch 
einen erneuten Stimulus erreichte STAT-Aktivierung nachweisbar. Erst 5h nach der 
Prästimulation führt ein neuerlicher IL-6-Reiz wieder zu einer deutlichen STAT3-Aktivierung, 
was für eine transiente Desensitisierung der Signalkaskade spricht (Abb. 3.2). 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.1:Kinetik der Puls-Stimulation und Dauerstimulation. 
HepG2-Zellen  wurden für die angegebenen Zeiten mit 100 U/ml IL-6 stimuliert. Die Zellen des auf der linken 
Seite der Abbildung gezeigten Ansatzes wurden nach der Stimulation gewaschen, in frischem, IL-6-freiem 
Medium inkubiert und dann nach der angegebenen Zeit geerntet. Die Analyse der STAT3-Aktivierung erfolgte 
nach Gewinnung der Kernextrakte im EMSA mit einer STAT3-spezifischen Sonde (m67SIE). Als Kontrolle 
diente der Überstand von Zellen, die 6h mit IL-6 inkubiert wurden, der auf unbehandelte Zellen transferiert 
wurde (20 min) („C“). Das Schema verdeutlicht den Unterschied zwischen Inhibition und Desensitisierung.  
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3.3 Oberflächenexpression der Rezeptoren  
Eine einfache Erklärung für die Desensitisierung wäre eine verringerte Expression der 
Rezeptoruntereinheiten gp130 oder gp80 auf der Zelloberfäche mit konsekutiv eingeschränk-
ter Empfindlichkeit der Zellen. Mithilfe von Antikörpern, die gegen die extrazellulären Anteile 
der Rezeptorkomponenten gerichtet sind, wurden nach einer vorangehenden IL-6-
Stimulation FACS-Analysen durchgeführt, die zu sämtlichen Zeitpunkten der Versuchs-
durchführung die Präsenz von IL-6Rα und gp130 nachwiesen (Abb. 3.3A,B). Für beide 
Rezeptoranteile zeigte sich während des untersuchten Zeitraumes keine Änderung der 
Expression, die die  beobachteten Effekte erklären könnte. Zur weiteren Bestätigung dieser 
Aussage wurden Stimulationen durchgeführt, bei denen dem Stimulationsansatz zusätzlich 
zum IL-6 jeweils sIL-6R (sgp80) in ausreichendem Maße zugefügt wurde, so dass eine 
ausreichende Präsenz des IL-6Rα gewährleistet war. Dies führte zwar zu einer leichten 
Signalverstärkung, die Desensitisierung aber blieb davon unberührt (Abb. 3.3C). Unter 
Verwendung von biotinyliertem IL-6 erwies sich auch die Bindung des IL-6 an die 
Zelloberfläche als konstant, eine vorhergehende IL-6-Stimulation vermochte daran im 
beobachteten Zeitrahmen nichts zu ändern (Abb. 3.3D). Sämtliche Untersuchungen weisen 
somit darauf hin, dass die Desensitisierung des Rezeptorsystems nach einem 
vorhergehenden Stimulus nicht auf eine veränderte Rezeptorexpression zurückzuführen ist.  
 
Abbildung 3.2:Kinetik der Desensitisierung 
Nach einer ersten Stimulation von HepG2-Zellen mit 100 U/ml IL-6 (20 min) wurden das Medium entfernt 
und die Zellen mit frischem Medium versetzt. Nach unterschiedlich langen Pausen wurden die Zellen ein 
zweites Mal mit 100 U/ml IL-6 (20 min) stimuliert, bevor sie geerntet und die STAT3-Aktivierung im EMSA 
analysiert wurden. Die 2. Spur diente als Kontrolle der ersten Stimulation.   
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Abbildung 3.3: Oberflächenexpression der Rezeptorkomponenten nach Prästimulation mit IL-6 
Das offene Histogramm zeigt die Expression zum angegebenen Zeitpunkt, das geschlossene Histogramm dient 
jeweils dem Vergleich mit der Negativkontrolle. (A), (B) HepG2-Zellen wurden mit 100 U/ml IL-6 (20 min) 
stimuliert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und in frischem, IL-6-freiem Medium für die 
angegebenen Zeiten inkubiert. Per FACS-Analysen wurde mit Hilfe von Antikörpern, die sich gegen 
extrazelluläre Bereiche der Rezeptoruntereinheiten richteten, die Oberflächenexpression von gp130 und IL-6R 
gemessen. Als FACS-Kontrolle diente ein Zellpool, dem nur der Zweitantikörper zugesetzt wurde (jeweils linkes 
Histogramm). (C) HepG2-Zellen wurden – falls oben angegeben – für 20 Minuten mit 100 U/ml IL-6 inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen und in frischem, IL-6-freiem Medium für die jeweils beschriebene 
Zeit belassen. Nach dieser Zeit erfolgte eine erneute Stimulation der Zellen mit 100 U/ml IL-6 für 20 Minuten, 
einigen HepG2-Zellen (rechten Hälfte) wurde zusätzlich zu dem IL-6 noch 1 µg/ml löslicher IL-6R zugesetzt. 
Als Kontrolle für das Ausmaß a priori ohne Prästimulation vorhandener phosphorylierter STAT3-Moleküle 
dient die 1.Spur, eine solche für die Effektivität der 2. Stimulation war die 2.Spur.  (D)  Dieses Histogramm zeigt 
die sich aus einer Vorstimulation mit 100 U/ml IL-6 direkt und nach unterschiedlichen Latenzen ergebende 
Bindungsfähigkeit von IL-6 an die Zell-Oberfläche von HepG2-Zellen. Dazu wurde die 2.Stimulation wie 
beschrieben mit biotinyliertem IL-6 durchgeführt und dann direkt unter Verwendung von Avidin-konjugiertem 
Fluorescin anhand von FACS-Analysen die quantitative Bindung dieses IL-6 an die Zelloberfläche gemessen. 
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3.4 Desensitisierung verläuft mittels mobiler Faktoren  
Es stellte sich nun die Frage, ob die funktionelle Einschränkung nur die Rezeptorkomplexe 
der zuvor aktivierten gp130-Rezeptorpopulation betrifft („cis-Desensitisierung“), oder ob auch 
die durch den vorherigen Stimulus nicht angesprochene Rezeptorpopulation in ihrer Signal-
transduktion beeinträchtigt sind („trans-Desensitisierung“) (Abb.3A). Um eine Inhibition 
sowohl der zuvor aktivierten, als auch der nicht-präaktivierten Rezeptoren derselben Familie 
zu bewirken, wären Faktoren notwendig, die im Zytosol der Zelle frei beweglich sind und 
unabhängig von einer vorherigen Rezeptoraktivierung die Systemdesensitisierung vermitteln 
können. Zur weiteren Analyse dieses Mechanismus benötigte man zwei Rezeptorpopulatio-
nen, die beide die für IL-6 typische Signaltransduktion in Gang setzten, sich aber unabhängig 
voneinander aktivieren ließen: 
 
1. Rezeptorchimäre, die sich aus dem extrazellulären Teil des Epo-R und   
      dem transmembranösen und zytoplasmatischen Teil des gp130 zusam- 
      mensetzt. 
2. Rezeptorchimäre, die sich aus dem extrazellulären Teil des IL-5Rα   
      respektive IL-5Rβ und dem transmembranösen und zytoplasmatischen    
      Teil des gp130 zusammensetzt. 
       
Mit Hilfe dieser in HepG2-Zellen exprimierten Rezeptoren war eine getrennte Stimulation der 
zwei Rezeptorarten möglich. Nach einer Prästimulation mit Epo (20 min) wurde die              
2. Stimulation dann erneut mit Epo (20 min) oder alternativ mit IL-5 (20 min) durchgeführt. Im 
ersten Fall erreichte man so eine erneute Stimulierung der schon zuvor aktivierten 
Rezeptoren, während man im zweiten Fall zuvor unbeteiligte Rezeptoren ansprach. 
Die jeweiligen Antworten dieser zwei Systeme konnten dann anhand der Detektion der 
STAT3-Aktivierung miteinander verglichen werden. Diese offenbarte in beiden Versuchs-
Ansätzen als Konsequenz der Prästimulation eine Desensitisierung der Rezeptoren mit 
ähnlicher Kinetik (Abb. 3.4B). Die Desensitisierung ist somit nachweislich nicht vom 
Aktivierungsgrad der Rezeptoren  abhängig. 
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Abbildung 3.4:  Desensitisierung der Rezeptoren 
(A) Das Schema illustriert die Stimulation der HepG2-Zellen in Abhängigkeit von der Stimulation des 
jeweiligen chimären Systems als „cis“- oder „trans“- Aktivierung.  (B) HepG2-Zellen wurden mit den chimären 
Rezeptoren EpoR/gp130 und IL-5R/gp130 transfiziert, so dass letztlich mit 2 unabhängigen Rezeptorsystemen 
gearbeitet werden konnte. 48 h nach der Transfektion erfolgte die erste Stimulation  mit 7 U/ml Epo (20 min). 
Nach den deklarierten Pausen fand eine zweite Stimulation mit 7 U/ml Epo (linke Hälfte) oder mit 80 ng/ml IL-5 
(rechte Hälfte) für jeweils 20 min statt. Die Messung der STAT3-Aktivierung erfolgte im EMSA.  
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3.5        Jak1- und STAT3-Aktivierung nach Prästimulation        
Um festzustellen, auf welcher Ebene der IL-6-Signaltransduktionskaskade bei einer 
Desensitisierung des Systems die Blockade vorliegt, wurde anhand von Western Blot-
Analysen die Aktivierung der einzelnen Transduktionskomponenten (STAT, gp130, Jak1) 
untersucht (Abb. 3.5). Durch Verwendung des gleichen Stimulationschemas wie in den 
vorherigen Experimenten konnte eruiert  werden, dass sich die Hemmung des Signalweges 
über sämtliche untersuchten Faktoren erstreckt. So zeigte sich nach einer Prästimulation mit 
IL-6 eine Reduktion der Tyrosinphosphorylierungen sowohl an STAT3 (Abb.3.5 A) und 
gp130 (Abb.3.5 B) als auch an Jak1 (Abb. 3.5 C).      
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3.6  Funktion des Tyrosin 759 von gp130 bei der Vermittlung der 
Desensitisierung 
Das Tyrosin 759 ist in seiner phosphorylierten Form eine entscheidende Aminosäure im 
zytoplasmatischen Bereich des gp130 für die Umsetzung der inhibitorischen Wirkung von 
SHP2 und SOCS3 auf gp130-abhängige Signaltransduktionswege, da es von diesen 
Inhibitoren als Rekrutierungsstelle genutzt werden kann [34, 35]. Der Nachweis der 
Notwendigkeit des Tyrosins 759 wäre ein Indiz für SHP2 und SOCS3 als potenziell für die 
Blockade verantwortliche Faktoren. Die Prüfung der Bedeutung dieses Tyrosins erfolgte 
unter Verwendung eines im zytoplasmatischen Bereich mutierten gp130 (Tyr759 → Phe759). 
Um zu gewährleisten, dass nicht bereits das erste Stimulationssignal über das mutierte 
gp130 transduziert wird, sondern ausschließlich das zweite, fanden Zellen mit stabiler 
Expression der EpoR/gp130-Chimäre Verwendung, welche eine gezielte Restimulation 
dieser Zellen über ein definiertes Rezeptorsystem ermöglichten. Eine hiervon abgeleitete 
Zelllinie dieses Experiments wies eine durch stabile Transfektion bedingte dauerhafte 
Expression der nicht mutierten EpoR/gp130-Chimären auf, die Zellen einer zweiten Zell-Linie 
exprimierte die besprochene Mutante [EpoR/gp130 (YFYYYY)]. Die erste Stimulation aller 
Zellen erfolgte mit IL-6/sIL-6R für 20 Minuten. Anschließend konnte mit entsprechender 
Abbildung 3.5:  STAT3-, gp130- und JAK1- Tyrosin-Phosphorylierung bei der Desensitisierung 
(A),(B),(C) : HepG2-Zellen wurden mit 100 U/ml IL-6 (20 min) stimuliert.  Anschließend wurden die Zellen 
gewaschen und in frischem, IL-6-freiem Medium für die angegebenen Zeiten inkubiert. Dann wurden die Zellen 
erneut mit  100 U/ml IL-6 (20 min) stimuliert und Zellextrakte präpariert. Die Lysate wurden mit STAT3- (3.5 
A), gp130- (3.5 B) oder JAK1- (3.5 C) Antikörpern inkubiert und anschließend immunpräzipitiert. Die Protein-
Antikörper-Komplexe wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und per Western Blot mit spezifischen Antikörpern 
gegen aktiviertes STAT3 (3.5 A) respektive gegen Phosphotyrosin (3.5 B + C) analysiert (obere Hälfte). Als 
Ladungskontrolle diente eine erneute Analyse mit Hilfe von Antikörpern gegen STAT3, gp130 und JAK1 
(untere Hälfte).  
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Latenz nach Zugabe von Epo der Effekt der Prästimulation auf die nun folgende 
Signaltransduktion mittels der Wild-Typ-Epo-R/gp130-Chimäre respektive der entsprechen-
den EpoR/gp130Y759F -Chimäre analysiert werden. Abbildung 3.6 zeigt nach der Prästimu-
lation (IL-6/sIL-6R) der Zellen mit Expression der Wild-Typ-Epo-R/gp130(YYYYYY)-Chimäre 
eine starke Reduktion (Spuren 4-10) der Epo-mediierten STAT3-Aktivierung (Spuren 3+13). 
Die Zellen mit Präsenz der mutierten EpoR/gp130(YFYYYY)-Chimären an ihrer 
Zelloberfläche ließen diese Reduktion nicht erkennen (Spuren 13 und 14-20). Somit scheint 
diesem Tyr759 eine Schlüsselrolle bei der Vermittlung der Desensitisierung zuzukommen.     
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.6: Rolle des inhibitorischen Tyrosins759 in der Desensitisierung 
Die zwei stabil-transfizierten Zelllinien, die die chimären Rezeptoren EpoR/gp130 (linke Hälfte) respektive 
EpoR/gp130 (YFYYYY) (rechte Hälfte) exprimierten, wurden mit IL-6/sIL-6R für 20 Minuten stimuliert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen, in frischem, IL-6-freiem Medium für die angegebenen Zeiten 
inkubiert und abschließend  mit 7 U/ml Epo (20 min) erneut stimuliert. Die STAT3-Aktivierung wurde – wie 
schon beschrieben – im EMSA analysiert. 
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3.7         Bedeutung der Tyrosinphosphatase SHP2 bei der Desensitisierung        
Es gibt mit SHP2 und den SOCS-Proteinen zwei auf Ebene der Januskinasen ansetzende 
Feed-back - Inhibitoren des IL-6-Signalweges. Die Rolle von SHP2 konnte anhand der Reak-
tion von murinen Fibroblasten, denen funktionelles SHP2 fehlt [159], studiert  werden. Diese 
dysfunktionelle SHP2 weist eine Deletion in der N-terminalen SH2-Domäne (es fehlen die 
Aminosäuren 46-110) auf, so dass ihre Bindung zum Tyrosin 759 des gp130 stark 
abgeschwächt und damit eine adäquate Rekrutierung nicht mehr möglich ist. Zellen, die 
diese veränderte Variante der SHP2 exprimieren, zeigen trotz einer generell verstärkten 
STAT3-Aktivierung [105] eine klar erkennbare Prästimulations-abhängige Desensitisierung 
(Abb.3.7). Diese Beobachtung offenbart, dass die Expression von Wild-Typ-SHP2 für die 
Signalabschwächung nach einer Prästimulation keine notwendige Bedingung darstellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.8 Notwendigkeit der Transkription 
Mit Bezug auf die Erkenntnis, dass mobile Faktoren die Desensitisierung vermitteln 
(Abschnitt 3.4), stellt sich die Frage, ob diese Faktoren konstitutiv präsent sind oder erst 
einer Induktion bedürfen. Zunächst wurde daher die Abhängigkeit der Desensitisierung von 
der Transkription untersucht, indem letztere durch Zugabe des Transkriptionshemmers 
Aktinomycin D unterbunden wurde (Abb. 3.8). In der Tat zeigten mit Aktinomycin D 
behandelte HepG2-Zellen eine kaum mehr detektierbare Desensitisierung nach IL-6-
Prästimulation. Dies deutet darauf hin, dass durch die erste Stimulation die Induktion eines 
Abbildung 3.7: Desensitisierung geschieht unabhängig von SHP2 
Murine embryonale 3T3-Fibroblasten, entweder als Wildtyp (SHP2 wt) oder mit einer SHP2-Exon 3 – 
Deletion (SHP2 mut), wurden mit 100 U/ml  IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R für 20 min inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen gewaschen und  frischem, IL-6-freiem Medium für die angegebenen Zeiten ausgesetzt. Es 
erfolgte eine in Konzentration und Dauer der ersten Stimulation entsprechende zweite Stimulation mit IL-6 + 
sIL-6R, bevor die Zellen geerntet und die STAT3-Aktivierung im EMSA detektiert wurde.  
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Faktors hervorgerufen wird, welcher dann die IL-6-Signalkaskade durch Hemmung der 
Janus-Kinasen unterbricht.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.9  Kinetik der SOCS1- und SOCS3- Induktion 
Die bekanntesten Inhibitoren des IL-6-Signalweges, die erst induziert werden müssen [86-
88, 91], bevor sie ihrer Blockadefunktion nachkommen können [79], sind die SOCS-Proteine. 
Auf der Suche nach den die Desensitisierung vermittelnden Faktoren wurde überprüft, ob die 
Kinetik der SOCS-Induktion mit dem Zeitfenster der Desensitisierung  kompatibel ist. Dazu 
wurden HepG2-Zellen mit IL-6 stimuliert (20 min) und dann nach entsprechenden Pausen 
die SOCS3-mRNA und das SOCS3-Protein anhand von Northern respektive Western Blot-
Analysen quantifiziert. Der quantitative Anstieg der SOCS3-mRNA- und -Protein-Menge 
konnte relativ früh festgestellt werden und entspricht ebenso dem zeitlichen Rahmen der 
Desensitisierung wie das zunehmende Verschwinden der SOCS3-Proteine nach 3-4 
Stunden, das mit der Abnahme der Blockade des Signalweges einhergeht. Die Induktion der 
SOCS1-mRNA verlief mit einer ähnlichen Kinetik, SOCS1 konnte aufgrund des Mangels an 
adäquatem Antikörper nicht nachgewiesen werden. Die Experimente wiesen die SOCS1- 
und SOCS3-Gene als IL-6-induzierbare Gene mit frühzeitiger Induktion nach einem IL6-
Stimulus aus und belegen, dass die Kinetik der Expression von SOCS1 und SOCS3 der 
Kinetik der Signaltransduktionsblockade entspricht. 
 
 
Abbildung 3.8: Transkription ist unabkömmlich für die Desensitisierung 
Zur Blockierung der Transkription in HepG2-Zellen wurden die Zellen mit 5 µg/ml Aktinomycin D für 30 min 
(rechte Hälfte) oder zur Kontrolle mit DMSO (linke Hälfte) präinkubiert. Dann wurden die Zellen mit 100 
U/ml IL-6 für 20 min inkubiert, anschließend gewaschen und frischem, IL-6-freiem Medium für die 
angegebenen Zeiten ausgesetzt. Nach einer zweiten Stimulation mit 100 U/ml IL-6 (20 min) wurden 
Kernextrakte präpariert und die STAT3-Aktivierung im EMSA detektiert. Während der gesamten 
Versuchsdurchführung verblieben Aktinomycin D oder DMSO im Medium. 
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Abbildung 3.9: Kinetik der SOCS3- / SOCS1 – mRNA -  und der SOCS3-Protein-Induktion 
(A+C): HepG2-Zellen wurden mit 100 U/ml IL-6 (20 min) stimuliert. Anschließend wurden die Zellen 
gewaschen und in frischem, IL-6-freien Medium für die angegebenen Zeiten inkubiert. Nach der Stimulation  
wurde die RNA der Zellen isoliert und im Northern Blot unter Verwendung von spezifischen Sonden für SOCS3 
(3.6A) oder SOCS1 (3.6C) detektiert. Als Ladungskontrolle diente die Ethidiumbromid-Färbung (jeweils untere 
Hälfte).  (B) Von gleich behandelten HepG2-Zellen wurden Lysate erstellt  und mit Antikörpern gegen SOCS3 
inkubiert. Nach der Durchführung einer Präzipitation der SOCS3-Antikörper-Komplexe und  deren Auftrennung 
in der SDS-PAGE erfolgte die Analyse mit Hilfe von gegen SOCS3 gerichteteten, biotinylierten Antikörpern  im 
Western Blot und die Färbung mit Streptavidin-HRP. Die jeweils erste Spur (A, B+C) diente entsprechend der 
Beschreibung der zuvorigen Experimente erneut als Negativkontrolle.  
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3.10 Desensitisierung in SOCS3-defizienten Zellen 
Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) nimmt eine Schlüsselposition in der Feed-back-
Inhibition des IL-6-Signalweges ein [160]. Zur Einschätzung der relativen/absoluten Notwen-
digkeit dieses wichtigen Suppressors für die Vermittlung der Desensitisierung wurden Unter-
suchungen der Desensitisierung in SOCS3-defizienten Zellen durchgeführt. Dazu fanden 
transgene murine embryonale Fibroblasten (SOCS3fl/fl - Zellen) Verwendung, die a priori eine 
das entscheidende SOCS3-Exon umschließende loxP-Markierung als mögliche Exzisions-
stellen für die Cre-Recombinase enthielten [161] (Abb. 3.10, A). Diese Fibroblasten wurden 
sooft mit einem die Cre-Recombinase exprimierenden Adenovirus infiziert, bis durch deren 
Expression das SOCS3-Exon komplett rekombiniert war (SOCS3del - Zellen). Die 
Vollständigkeit der Exzision des entscheidenden SOCS3-Exons wurde durch PCR mit für 
SOCS3fl/fl -spezifischen Primern nachgewiesen (Abb. 3.10, B).  
Eine Prästimulierung der SOCS3fl/fl – Zellen mit IL-6/sIL-6R bedingte gegenüber einer 
neuerlichen Stimulation eine Desensitisierung (Abb. 3.10, C). Derweil zeigten die SOCS3-/- - 
Zellen auch in Abwesenheit von IL-6/sIL-6R schon ein atypisch hohes Maß an konstitutiv 
aktivem STAT3. Ebenso fand sich trotz adäquater Prästimulierung bei neuerlicher Reizung 
mit IL-6/sIL-6R durchgehend eine kräftige STAT3-Aktivierung, die in den SOCS3fl/fl -Zellen 
beobachtete Desensitisierung blieb somit in diesen Zellen aus. 
Diese Daten implizieren eine essentielle Funktion des SOCS3 in der Vermittlung der IL-6-
Signaltransduktionsblockade, aber auch einen bedeutenden Einfluss auf das konstitutiv 
vorhandene basale Ausmaß der STAT3-Aktivität.  
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Abbildung 3.10:  Desensitisierung  in SOCS3-defizienten Zellen 
(A) Schematische Darstellung des Wildtyp-SOCS3-Gens, des loxP-markierten SOCS3fl/fl-Gens und des 
SOCS3fl/fl-Gens nach Exzision des SOCS3-Exon 2 (SOCS3del ) (verändert aus [161])  (B) PCR-Analyse mit den 
entsprechend in (A) angedeuteten, für SOCS3fl/fl-spezifischen Primern zum Nachweis der Vollständigkeit der 
Rekombination des Exon2. Diese fand durch mehrmalige Infektion der murinen embryonalen Fibroblasten 
(MEF) mit einem die Cre-Rekombinase exprimierenden Adenovirus statt. Diese Cre-Recombinase deletierte 
dann den zwischen den loxP-Markierungen befindlichen Gen-Abschnitt. (C) SOCS3fl/fl (linke Bildhälfte) und 
SOCS3-defiziente (rechte Bildhälfte) murine embryonale Fibroblasten wurden auf Desensitisierung untersucht. 
Die Prästimulation erfolgte mit 100 U/ml IL-6 + 1µg/ml sIL-6R für 20 Minuten. Anschließend wurden die 
Zellen gewaschen und in frischem, IL-6-freiem Medium für die angegebenen Zeiten inkubiert. Dann wurde die 
zuvorige Stimulation wiederholt. Nach Isolierung der Kernproteine wurden im EMSA die aktivierten STAT3-
Proteine detektiert. 
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4 Diskussion  
Eine negative Regulierung von Signaltransduktionsmechanismen erfolgt häufig durch 
Inaktivierung bereits aktivierter Signaltransduktionsproteine. Allerdings zeichnet nicht selten  
auch die Unterbindung der weiteren Aktivierung einzelner Komponenten des Signalweges 
(Schema, Abb.3.1) dafür verantwortlich [2]. Den Verlust der Ansprechbarkeit von Zellen auf 
einen adäquaten Reiz nennt man Desensitisierung. Diese Desensitisierung kann durch 
verschiedenste Stimuli erzielt werden, interessanterweise manchmal eben auch durch 
denselben Reiz, dessen Reizantwort die Desensitisierung später primär beeinträchtigt. 
Bisher konnten einige Proteine - SHP2, SOCS1, SOCS3, PIAS u.a. - als Inhibitoren des IL-6-
Signalweges nachgewiesen werden. Dabei wurde vor allem die Terminierung der Aktivierung 
des Systems nach einem Reiz untersucht. Die Beleuchtung der einige Stunden anhaltenden 
Desensitisierung in ihrem zeitlichen Verlauf mit Identifikation der vermittelnden Faktoren 
stand allerdings noch aus. Die vorliegende Arbeit fokussierte nun diesen Zeitabschnitt, in 
dem sich der IL-6-Signalweg als refraktär erwies und stellte ihn in Relation zu den 
funktionellen und kinetischen Eigenschaften der bekannten inhibitorischen Proteine. 
 
Kinetik der Terminierung der Reizantwort im Vergleich mit der Kinetik 
einer erworbenen Desensitisierung 
Eine durch einen IL-6-Stimulus induzierte STAT3-Aktivierung ist bekanntermaßen transient, 
aktiviertes STAT3 wird zumeist nach 30-40 Minuten inaktiviert. Auch eine kontinuierliche 
Stimulation mit IL-6 über mehrere Stunden führte zu keiner permanenten STAT3-Aktivierung, 
vielmehr zeigte sich für 2-3 Stunden eine deutliche Reduktion der STAT3-Aktivität. Dieser 
starke Rückgang der STAT3-Aktivität im Versuchsverlauf trotz permanenter Anwesenheit 
des IL-6 im Medium deutete neben der Inaktivierung des zuvor aktivierten STAT3 auch auf 
eine sich einstellende Unempfindlichkeit der Zelle gegenüber dem Dauerreiz hin. Nach 
dieser phasenhaften Abschwächung der Reizantwort mehrte sich das erreichbare Maß an 
aktiviertem STAT3 wieder, was auf das Ende einer vorübergehenden Desensitisierung der 
Zellen hinweist. Eben jene Dauerstimulation lässt sich auch als Abfolge zahlreicher 
Vorstimulationen mit jeweiliger Hauptstimulation ansehen und nach diesem Muster 
weiterführend untersuchen (Abb.3.1). Die nach einer unmittelbar im Anschluss an die erste 
Stimulation durchgeführten Restimulation detektierbare STAT3-Aktivität (Abb. 3.2) kann zu 
einem Großteil noch auf den Effekt des ersten Stimulus zurückgeführt werden. Nach dem 
Verschwinden der im ersten Stimulus aktivierten Faktoren wird aber ersichtlich, dass der 
zweite Stimulus zumindest in einem Rahmen von 3-4h nach dem ersten IL-6-Reiz zu keiner 
adäquaten STAT-Aktivierung führt. Diese vorübergehend fehlende Ansprechbarkeit der 
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Zellen scheint daher eine Folge der zuvorigen Systemaktivierung zu sein und hat zumindest 
für 3-4 h Bestand.  
 
Unveränderte Expression der IL-6-Rezeptoruntereinheiten in der Phase 
der  Desensitisierung    
Obwohl eine kontinuierliche Internalisierung von gp130 stattfindet [162, 163], ist diese nicht 
für die Vermittlung der Desensitisierung der IL-6-Signaltransduktion entscheidend. Durchge-
führte Expressionsanalysen (Abb. 3.3A) zeigten vielmehr auch in der nach einem adäquaten 
Prästimulus beobachteten Phase der Desensibilisierung eine unveränderte Expression der 
Rezeptorkomponenten. Auch eine Zugabe von löslichem IL-6R in Kombination mit IL-6 bei 
der Restimulation der HepG2-Zellen (Abb. 3.3B) führte zu keiner Abschwächung der 
Desensitisierung. Studien des Bindungsverhaltens von IL-6 an IL-6Rα offenbarten darüber 
hinaus keine Veränderung seiner Bindungsfähigkeit, welche bei fortbestehender Präsenz der 
Rezeptoren zumindest als Hinweis auf reaktive Rezeptormodifikationen hätten interpretiert 
werden können. Somit scheint bei Berücksichtigung dieser Ergebnisse das refraktäre 
Verhalten der Zellen in dieser Phase nicht über eine geringere Präsenz der Rezeptorkompo-
nenten oder die Beeinträchtigung deren Bindungsverhaltens reguliert zu werden. Dieses 
Ergebnis stimmt mit anderen Arbeiten überein, die zeigen konnten, dass die in geringem 
Maße kontinuierlich ablaufende Internalisierung von gp130 nicht von der Aktivierung des 
Signalweges abhängt [163, 164]. 
 
Simultane Desensitisierung präaktivierter wie nicht präaktivierter IL-6-
Rezeptorsysteme 
Es stellte sich angesichts des Wissens um die Bedeutung der Prästimulation für die 
Desensitisierung die Frage, ob lediglich die Signaltransduktion über zuvor aktivierte („cis“) 
oder auch die über zuvor nicht aktivierte Rezeptoren („trans“) eine Inhibition erfährt (Abb. 
3.4B). In unseren Experimenten zeigte sich deutlich, dass sowohl die Signaltransduktion 
über präaktivierte als auch die über zuvor unbeteiligte Rezeptoren deutlich abgeschwächt 
war. Es handelt sich demnach bei der Desensitisierung um ein „trans“-vermitteltes 
Phänomen. Aus diesem Grund scheinen nicht spezifische Modulationen einzelner 
Rezeptoren, sondern vielmehr eine sich auf alle gp130-Rezeptoruntereinheiten auswirkende 
inhibitorische Aktivität die entscheidende Rolle in der Vermittlung der Rezeptor-
Desensitisierung zu spielen. Diese Erkenntnis ist auch eine Bekräftigung der in 3.3 getrof-
fenen Aussage, dass die Desensitisierung des Systems nach einem Prästimulus nicht auf 
einer veränderten Rezeptorexpression beruht, da eine stimulationsabhängige Rezeptor-
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internalisierung jeweils nur die aktivierten Rezeptoren beträfe und es sich somit um eine „cis-
Desensitisierung“ handeln würde.  
 
Lokalisation der Kaskadenunterbrechung während der Desensitisierung  
Ein mittels mobiler Faktoren mediierter inhibitorischer Prozeß kann prinzipiell auf sämtlichen 
Ebenen der Signalkaskade ansetzen, wodurch sich die Notwendigkeit einer Betrachtung der 
einzelnen Proteine dieser Kaskade und deren Aktivierung ergab. Neben STAT3 zeigten sich 
in den Experimenten auch membranproximale Signalwegskomponenten wie die 
Rekrutierungstyrosine des gp130 bis hin zu der gp130-assoziierten Jak1 in ihrer 
Phosphorylierung stark beeinträchtigt (Abb.3.4). Folglich kommt der Hemmung der Jak1 als 
Initiatorprotein der IL-6-Signalkaskade eine zentrale Bedeutung zu, da sich hiermit auch die 
ausbleibende Aktivierung des gp130 und der STAT-Faktoren erklären läßt. Diesen Daten 
entsprechend wird die Signal-Transduktion somit sehr frühzeitig auf membrannahem Niveau 
unterbunden. Als potentielle Vermittler der Desensitisierung kamen die SOCS-Proteine und 
die SHP2 in Frage, da diese Jak1-Inhibitoren eine membrannahe Entfaltung ihrer Wirkung 
aufweisen. 
  
Relevanz des inhibitorischen Tyrosins 759 für die Vermittlung des Effektes 
Die Rolle des Tyrosins 759 für die Inhibition des IL-6-Signalweges konnte in einigen Arbeiten 
unter Beweis gestellt werden [34, 35, 40, 71, 73]. Da das Tyrosin 759 als potenzielle Rekru-
tierungsstelle ebenso für SHP2 wie auch für SOCS3 fungiert und die so ermöglichte 
Annäherung an die mit gp130 assoziierten Janus-Kinasen absolut unentbehrlich für die 
Entfaltung deren inhibitorischer Wirkung ist, wurde in dieser Arbeit seine Bedeutung für die 
Desensitisierung überprüft. Bei Beweis der Wichtigkeit dieses Tyrosins zur Vermittlung der 
Desensitisierung lägen zugleich Anhalte für die mögliche Bedeutung von SHP2 / SOCS3 vor. 
Die mutierte Version des IL-6-Rezeptorkomplexes (Abb. 3.5, rechte Hälfte), die das Tyrosin 
759 des gp130 entbehrte, zeigte eine über den gesamten Beobachtungszeitraum 
fortbestehende Ansprechbarkeit der Rezeptoren auf den gegebenen Stimulus. Für eine 
durch den Prästimulus ausgelöste Desensibilisierung des Rezeptorsystems fand sich somit 
zu keinem Zeitpunkt ein Hinweis. Man muß also davon ausgehen, dass dieses an der 
zytoplasmatischen Seite des gp130 gelegene Tyrosin den vermutlich mobilen inhibitorischen 
Faktoren im Prozeß der Desensitisierung erst die Umsetzung ihrer Funktion ermöglicht.     
 
Desensitisierung in SHP2 defizienten Zellen  
Die SHP2 ist eine konstitutiv präsente Protein-Tyrosin-Phosphatase, die neben 
verschiedenen Proteinen auch die aktivierte Jak1 nach Rekrutierung an gp130 über das Tyr 
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759 durch Dephosphorylierung inaktiviert und somit eine Unterbrechung der Signalkaskade 
auf membranproximalem Niveau bewirkt [71-73, 79]. Uns gelang der Nachweis der 
Desensitisierung auch solcher Zellen auf einen IL-6-Stimulus, die ausschließlich eine 
dysfunktionelle Variante der SHP2 exprimierten. Dies impliziert, dass die SHP2 zumindest 
nicht der entscheidende kausale Faktor der beobachteten Rezeptor-Unempfindlichkeit sein 
kann. Aufgrund der generellen Signalverstärkung durch den Ausfall eines Signalweg-
inhibitors war in diesen Zellen die Desensitisierung vergleichsweise besonders evident (Abb. 
3.7). Die leicht veränderte Kinetik dieses Prozesses in den Fibroblasten im Vergleich zu der 
in den HepG2-Zellen lässt sich auf ein Zelltyp-spezifisches Reaktionsmuster zurückführen.  
 
Einfluss einer transienten Suppression der Gen-Induktion 
Eine während des gesamten Versuchszeitraums durchgeführte, simultane Unterdrückung 
jeglicher Transkription durch Aktinomycin D konnte neben einer ausreichenden Expression 
anderer Proteine auch die der SOCS-Proteine verhindern. Hierunter erwiesen sich die 
Rezeptorsysteme  trotz ausreichender Prästimulation als nicht refraktär auf den Restimulus. 
Es zeigte sich in diesen Zellen ein signifikanter Rückgang der Desensitisierung, der die 
Bedeutung der Geninduktion - durch den Prästimulus - unterstreicht. 
 
Bedeutung der SOCS-Proteine für die Desensitisierung  
Sowohl SOCS1 als auch SOCS3 sind erst bei Bedarf exprimierte Inhibitoren der IL-6-
Signaltransduktion [160]. Da das SOCS3 über das Tyrosin 759 des gp130 an den 
Rezeptorkomplex rekrutiert wird, rückte es gegenüber dem SOCS1 auf der Suche nach der 
Ursache der Desensitisierung in den Vordergrund. Die Kinetik der mRNA-Induktion von 
SOCS1 und SOCS3 ebenso wie die der Synthese von SOCS3-Protein korreliert mit dem 
Zeitpunkt des Verschwindens und des Wiederauftretens verstärkter STAT3-Aktivierung (Abb. 
3.9). Folglich entspricht die Kinetik des ersten Auftretens und des langsamen Verschwindens 
der SOCS-Proteine im Zytosol auch relativ genau dem langsamen Beginn und allmählichen 
Abklingen der Desensitisierungsphase. Somit könnte zumindest einem Mitglied der SOCS-
Protein-Familie die zentrale Rolle als mobiler inhibitorischer Faktor zukommen, bis es selbst 
durch eine noch nicht geklärte Terminierung abgebaut wird. 
Es wird diskutiert, ob SOCS3 durch eine Interaktion von Elongin B und C mit der SOCS-Box 
bestimmte Proteine der Degradierung zuführt [96-99], dies konnte allerdings durch 
Verwendung des Proteasom-Inhibitors MG132 nicht als entscheidender Mechanismus für die 
Desensitisierung erkannt werden (nicht aufgeführte Daten). Darüberhinaus zeigte sich keine 
deutliche Veränderung der Präsenz der einzelnen Komponenten der Signalkaskade während 
des beobachteten Zeitraums (Abb. 3.5 A, B, C). Selbst verschiedene SOCS-Box-Mutationen 
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konnten anhand von Studien nicht zu einer Abschwächung der durch SOCS3 erreichbaren 
Inhibition des Epo-/LIF-Signalweges führen [165, 166].  
Die Verwendung von SOCS3-defizienten Zellen bot schließlich die Möglichkeit zur Prüfung 
der Annahme, dass sich ohne funktionstüchtiges SOCS3-Protein auch keine eindeutige 
Desensitisierung mehr wird nachweisen lassen. Bei den SOCS3-/- - Zellen fand sich auch 
trotz ausreichender Prä- und Restimulation keine Desensitisierung, stattdessen hielt sich die 
schon konstitutiv hohe STAT3-Aktivität im gesamten Beobachtungzeitraum auf entsprechend 
hohem Niveau.  
Diese Daten belegen die außerordentliche Funktion von SOCS3 bei der Vermittlung der IL-6-
Signaltransduktionsinhibition. SOCS3 mag nicht der einzige Faktor sein, der die 
Desensitisierung vermittelt, es lässt sich allerdings nach eingehenden Untersuchungen 
festhalten, dass eine effektive Desensitisierung ohne ausreichende Präsenz von 
funktionellem SOCS3-Protein nicht möglich ist. Mit dieser Erkenntnis gewinnt SOCS3 weiter 
an Relevanz für Wissenschaft und Medizin. Angesichts seiner multiplen inhibitorischen 
Funktionen und der nötigen - unter dem Einfluss vieler Signalwege stehenden - Induktion 
scheint das SOCS3 in zunehmendem Umfang über den exakten Aktivitätsgrad und die Plas-
tizität des IL-6-Systems zu bestimmen. Viele neue Studien unterstreichen die Bedeutung von 
SOCS3 anhand der Induktion von Krankheiten in SOCS3-dysfunktionellen Systemen [167, 
168] oder der Besserung bestehender respektive Unterdrückung entstehender krankhafter 
Prozesse in Zellsystemen mit artifiziell erhöhten SOCS3-Spiegeln [169].  
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5.  Ausblick 
 
Existiert diese Form der Desensitisierung auch bei anderen IL-6-Typ-
Zytokin-Rezeptoren? 
Da die verschiedenen IL-6-Typ-Zytokine einige Gemeinsamkeiten aufweisen [2, 7, 8, 13], ist 
es nicht nur interessant, die schon bekannten Details der Desensitisierung des IL-6-Weges 
an den anderen IL-6-Typ-Rezeptoren oder aber gar an nicht mittels gp130 transduzierenden 
Zytokinrezeptoren zu untersuchen. Es ergibt sich dadurch auch die Möglichkeit, ganz 
allgemein neue Aspekte der Desensitisierung zu beleuchten, da sich schließlich aufgrund 
vorhandener Homologie ebenso wie aufgrund vorhandener Unterschiede in der 
Zusammensetzung und Struktur der Rezeptorkomplexe Interpretationsansätze für einen 
möglicherweise ähnlichen wie auch einen differenten Verlauf der Desensitisierung bieten 
würden. Sehr interessant wäre darüberhinaus eine Untersuchung, ob eine Prästimulation 
eines IL-6-Typ-Rezeptors (z.B. OSM-R) eine Desensitisierung eines anderen IL-6-Typ-
Rezeptors (z.B. IL-6) bedingen könnte, da man weiß, dass auch andere Interleukine eine 
SOCS3-Produktion induzieren können. Ein solcher Versuch – für den viele verschiedene 
Kombinationen denkbar wären – böte Möglichkeiten zu einer über reine Deskription 
hinausreichenden Interpretation des zugrunde liegenden Prozesses. 
 
Welchen Weg nimmt die Desensitisierung ausgehend von einem 
prästimulierten Rezeptor? 
Neben dem eigentlichen Fokus dieser Arbeit, dem Effekt der Desensitisierung, wäre auch die 
genauere Betrachtung der Prästimulation mit ihrer Auswirkung auf spätere Stimulationen von 
besonderem Interesse. Ausgehend von dem durch die Prästimulation aktivierten Rezeptor 
nimmt das Signal einen Weg, der zur Induktion der für die Desensitisierung entscheidenden 
SOCS3-Proteine führt. Obwohl die aktivierten STAT-Faktoren sicherlich den Hauptbeitrag für 
eine solche SOCS3-Induktion liefern [86, 88, 89], sollte man andere vom IL-6-Weg 
ausgehende Induktionswege nicht völlig außer Acht lassen. Durch Manipulation (Mutation, 
Deletion, Verwendung chimärer Systeme) der Rezeptoren könnte man die für eine 
Auslösung der Desensitisierung essentiellen Bereiche des IL-6-Rezeptorkomplexes 
herausfinden und auch die das Signal transduzierenden Proteine bis zur Aktivierung der 
inhibitorischen Proteine  weiterverfolgen. Für gp130 - enthaltende Rezeptorsysteme wird 
angenommen, dass der Prozess der Desensitisierung über die Aktivierung der STAT-
Faktoren angestoßen wird. Jedoch ist für die IL-6-Signalkaskade allerdings eine 
umfangreiche Quervernetzung mit anderen Transduktionswegen nachgewiesen worden, die 
durchaus auch im weiteren Verlauf unabhängig vom IL-6-Signalweg die Induktion 
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verschiedener Funktionsproteine zu initiieren vermag. Diese könnten dann spezifisch oder 
unspezifisch wieder auf das IL-6-System rückwirken und auf diese Art auch eine 
Desensitisierung bewirken.      
 
Welche klinische Bedeutung hat die Desensitisierung ? 
Es ist davon auszugehen, dass Zellen von der Einrichtung von Feed-back-Prozessen, die zu 
einer transienten Blockade von zuvor angesprochen Rezeptorsystemen führen, profitieren. 
Oberflächlich betrachtet erscheint es vielleicht unvorteilhaft, sämtliche gerade 
beanspruchten, aber noch funktionstüchtigen Zellbestandteile - wenn auch nur vorüber-
gehend - zu inaktivieren. Allerdings muss man bedenken, dass die Reizantwort - jeweils bis 
zum Erreichen der adäquaten Reaktion der Zelle auf den gegebenen Reiz- eine gewisse Zeit 
in Anspruch nimmt. Um das komplette System bis zum Erreichen dieser Reaktion nicht durch 
eine Überreaktion seiner für eine eventuelle, erneute Beanspruchung notwendigen 
Mediatoren zu berauben, erscheint dieses Vorgehen als effizient und daher sinnvoll. Erst 
nach Vollzug der adäquaten Antwort auf einen gesetzten Reiz lässt sich abschätzen, ob 
diese Antwort der Anforderung entspricht oder korrigiert werden muss. In letzterem Falle 
stehen dazu nun die noch verbleibenden oder in der refraktären Phase  nachproduzierten 
Mittel zur Verfügung. 
Zur ersten Beleuchtung dieser Frage könnte man anhand von Reporter-Gen-Analysen eine 
maximal erreichbare Induktion eines IL-6-sensitiven Gens in SOCS3+/+ - und SOCS3-/- - 
Zellen - durch eine Restimulation mit adäquater Latenz nach einem Prästimulus oder nach 
langer Dauerstimulation - miteinander vergleichen. Hierbei könnte man auch in Western-Blot- 
Analysen die Präsenz der einzelnen Signaltransduktionsfaktoren und ihren Verbrauch 
quantifizieren. Ein sehr aufschlussreiches Experiment böte eine Beobachtung an SOCS3-
knock-out-Mäusen (SOCS3-/- im Vergleich mit SOCS3+/+) unter Schaffung eines IL-6-
getriggerten, potenziell gefährlichen krankhaften Prozesses in einem IL-6-sensitiven Gewebe 
der Mäuse. Bei mildem Verlauf dieser artifiziellen Erkrankung in den SOCS3+/+  - Zellen und 
progredienter Schädigung der Zellen in SOCS3-/- - Mäusen wäre die klinische Bedeutung von 
SOCS3 evident. Allerdings bieten SOCS3-defiziente Zellen generelle Probleme bei der 
Anzüchtung, die diese Experimentführung zwar erschweren, aber für sich schon ein Indiz für 
die klinische Bedeutung dieses Feed-back-Systems der Zelle darstellen.  
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6.  Zusammenfassung 
Die Aktivierung des IL-6-Signalweges in IL-6-sensitiven Geweben beginnt mit der  
Heterooligomerisierung aus IL-6, dem α-Rezeptor gp80 und dem Signaltransduktor gp130. 
Anschließend phosphorylieren die intrazellulär konstitutiv an das gp130 gebundenen Janus-
Kinasen die zytoplasmatischen Tyrosine des gp130. Diese phosporylierten Tyrosine 
fungieren als Rekrutierungsstellen ebenso für Signaltransduktionsfaktoren und Adapter-
proteine wie auch für Signalwegsinhibitoren. Insbesondere dem Phosphotyrosin 759 kommt 
in der IL-6-Signaltransduktionshemmung eine entscheidende Rolle zu, da es bedeutenden 
Signalwegsinhibitoren wie der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2 und dem Feed-back-
Inhibitor SOCS3 die Entfaltung ihrer inhibitorischen Wirkung ermöglicht. SOCS1 ist ein 
weiteres Mitglied der SOCS-Protein-Familie, das ebenso wie SOCS3 eine starke Reduktion 
der IL-6-Signaltransduktionsaktivität zu vermitteln vermag, dies allerdings unabhängig vom 
Tyrosin 759 durch unmittelbare Rekrutierung an die Janus-Kinasen verrichtet.  
Die erwähnten Inhibitoren werden für die Terminierung einer IL-6-vermittelten System-
aktivierung („Inaktivierung“) verantwortlich gemacht, die sich 30-40 Minuten nach einem 
einmaligen IL-6-Stimulus einstellt. Es kommt beispielsweise zur Dephosphorylierung oder 
Beschleunigung der Degradation aktivierter Signalwegskomponenten.  
Im Gegensatz zur Inaktivierung beschreibt der Begriff „Desensitisierung“ des Signalsys-
tems vielmehr eine Unempfindlichkeit der Zelle gegenüber einem neuerlichen IL-6-Reiz. 
Anlass zu einer eingehenden Studie der Desensitisierung bot die Feststellung, dass auch 
durch einen persistenten IL-6-Reiz in einem zeitlichen Rahmen von 90-270 Minuten nach 
Beginn der Stimulation nur eine reduzierte Aktivierung des IL-6-Rezeptorsystems erzielt 
werden konnte. Diese fand sich erst nach 270 Minuten wieder in einem mit der maximalen 
Aktivität vergleichbaren Ausmaß.  
Zur deutlichen Unterscheidung zwischen Beendigung einer vorhandenen Aktivierung 
(Inaktivierung) und einer Verhinderung einer neuerlichen Aktivierung (Desensitisierung) 
machte sich die vorliegende Studie zur Aufgabe, zunächst Verlauf und Kinetik der 
Desensitisierung zu verfolgen. Anschließend sollte dann durch Modifikationen einzelner 
Signalwegskomponenten respektive der Inhibitoren anhand von artifiziellen Zellsystemen der 
molekulare Mechanismus ihrer Entstehung und Vermittlung beleuchtet werden.     
Bei nachweislich kontinuierlich gleichbleibender Rezeptorexpression und Bindungsfähigkeit 
des IL-6 an seinen α-Rezeptor (IL-6Rα) konnten wir belegen, dass sich die Desensitisierung 
auf früher Ebene der Signaltransduktion - der Jak1-Aktivierung - abspielt. Damit ging auch 
eine konsekutive Hemmung der dieser Ebene folgenden Transduktionskomponenten wie 
gp130 und STAT3 einher. Studien anhand von chimären Rezeptorsystemen wiesen eine 
Hemmung nicht nur der zuvor aktivierten Rezeptoren, sondern auch der im Vorstimulus nicht 
betroffenen Rezeptoren derselben Familie nach. Dies impliziert, dass der beobachtete Effekt 
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vermutlich durch im Zytosol frei mobile Faktoren vermittelt wird, die zu aktivierten wie zu 
inaktivierten Rezeptoren dieselbe Affinität aufweisen. Allerdings blieb zunächst weiter unklar, 
welche Proteine diese Funktion ausüben.  
Angesichts des Wissens um die Bedeutung des Tyrosins 759 im zytoplasmatischen Bereich 
von gp130 als Rekrutierungsstelle für SOCS3 und SHP2 wurde im Folgenden die 
Konsequenz eines Fehlens des Tyrosins 759 (Tyr759 → Phe759) untersucht. Es zeigte sich 
durch das Ausbleiben einer gegenüber einem neuerlichen Stimulus deutlich refraktären 
Phase der Rezeptoren die absolute Schlüsselposition, die dieses Tyrosin einnimmt. Die 
Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2 - zeichnete hierfür jedoch nicht verantwortlich, da auch 
funktionell SHP2-defiziente Zellen eine deutliche Desensitisierung als Folge einer adäquaten 
Prästimulation aufwiesen. 
Mit Blick auf die SOCS-Proteine wurde zur genaueren Charakterisierung des gesuchten 
Inhibitors geprüft, ob dieser schon vor dem Prästimulus konstitutiv exprimiert oder erst durch 
den Vorstimulus dessen Induktion erreicht wird. Da eine Blockade der Transkription zu 
einem massiven Rückgang der Systemdesensitisierung führte, scheint eine Geninduktion 
essentiell zur Vermittlung dieser Desensitisierung zu sein. Diese Transkriptionsabhängigkeit 
stützt auch die zuvor beobachtete Persistenz der Desensitisierung in den funktionell SHP2-
defizienten Zellen, da SHP2 bereits ohne Vorstimulation konstitutiv präsent ist und keiner 
Induktion zur Entfaltung der Wirkung bedarf.  
Sowohl die Notwendigkeit der Geninduktion als auch die essentielle Funktion des Tyrosins 
759 sprechen für eine tragende Rolle der SOCS-Proteine. Für SOCS3 ebenso wie für 
SOCS1 konnte gezeigt werden, dass die durch eine STAT3-Aktivierung (nach einem 
Prästimulus) bedingte Induktion des SOCS1- bzw. SOCS3-Gens in ihrer Kinetik mit dem 
zeitlichen Ablauf der Desensitisierung kompatibel ist. Da SOCS1 jedoch in seiner 
inhibitorischen Funktion nicht vom Tyrosin 759 abhängig ist, fokussierten wir unsere 
Aufmerksamkeit auf SOCS3. Ein deutlicher Hinweis auf die Schlüsselrolle  von SOCS3 bei 
der Vermittlung dieser Feed-back-Desensitisierung fand sich mittels SOCS3-defizienter 
Zellen. In Abwesenheit von SOCS3 konnte trotz entsprechender Prästimulation kein 
refraktäres Verhalten der IL-6-Rezeptoren gegenüber einem neuerlichen IL-6-Reiz  beobach-
tet werden. Daher lässt sich abschließend festhalten, dass SOCS3 einen bedeutenden 
Beitrag zur Vermittlung der durch einen IL-6-Prästimulus auslösbaren Desensitisierung des 
IL-6-Signaltransduktionssystems gegenüber einer neuerlichen Stimulation liefert.  
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